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“Soy de los que piensan que la ciencia tiene una gran belleza. Un 
científico en su laboratorio no es sólo un técnico: es también un niño 
colocado ante fenómenos naturales que le impresionan como un 















“Vivir no es sólo existir, 
sino existir y crear, 
saber gozar y sufrir 
y no dormir sin soñar. 
Descansar, es empezar a morir.” 
Gregorio Marañón 
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  AGRADECIMIENTOS	  	   	  Lo	  he	  tenido	  muy	  claro	  aún	  cuando	  acabar	  de	  escribir	  esta	  tesis	  parecía	  lejano.	  Siempre	  nos	  han	  sobrado	   las	  palabras,	  pero	  sabía	  que	  estas	  páginas	   (y	  sus	   letras)	   irían	   dedicadas	   especialmente	   a	   ti.	   Una	   de	   las	   lecciones	   más	  importantes	   que	   he	   aprendido	   en	   lo	   que	   llevo	   de	   vida	   es	   entender	   que	   los	  sentimientos	   deben	   compartirse.	   Así	   que,	   a	   pesar	   de	   que	   nos	   hayamos	   dicho	  muchas	  cosas	  entre	  silencios,	  hoy	  quiero	  darte	  las	  gracias.	  	  No	   creo	   que	   sea	   fácil	   entender	   a	   una	   persona,	   aún	   menos	   cuando	   la	  conoces	  poco,	  y	  tu	  lo	  hiciste	  (no	  sé	  si	  conscientemente)	  desde	  el	  principio.	  Creo	  que	  lograste	  la	  forma	  más	  acertada	  de	  sacar	  lo	  mejor	  de	  mi.	  Tu	  trato	  de	  igual	  me	  ha	  hecho	  querer	  dar	  más,	  y	  siempre	  he	  sentido	  confianza,	  y	  no	  hay	  mejor	  motor	  que	  ese	  para	  proponerse	   llegar	   lejos	  (al	  menos	  es	  así	  en	  mi	  caso).	  Gracias	  por	  compartir	  conmigo	  tu	  pasión	  por	   la	  repro,	  enseñarme	  y	  hacer	  que	  aprendiera.	  Por	   aguantarme	   y	   crecer	   conmigo.	   Al	   final,	   con	   alguna	   de	  mis	   extravagancias	  hemos	   conseguido	   cosas	   buenas,	   ¿no?.	   Te	   has	   convertido	   en	  mucho	  más	   que	  “una	  jefa”.	  Sinceramente,	  no	  creo	  que	  pudiera	  haber	  tenido	  una	  directora	  mejor.	  No	  sé	  si	  hago	  bien	  escribiéndolo	  aquí,	  pero	  creo	  que	  hacemos	  un	  buen	  equipo.	  Nos	  retroalimentamos	  de	  forma	  positiva.	  	  	  Me	  llevo	  muchas	  cosas	  buenas	  de	  este	  periodo	  pero,	  sin	  duda,	  una	  muy	  importante	  es	  haberte	  ganado	  como	  amiga.	  Gracias	  Cuca.	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Julio,	  se	  que	  no	  te	  gusta	  que	  te	  de	  las	  gracias,	  así	  que	  no	  lo	  voy	  a	  hacer.	  Pero	  quiero	  que	  sepas	  que	  tu	  tesón,	  tu	  fuerza,	  tus	  ganas,	  tu	  apoyo	  y	  tu	  sonrisa	  me	  han	  ayudado	  a	  ser	  quien	  soy	  y	  estar	  hoy	  aquí.	  Para	  mí	  eres	  un	  ejemplo	  de	  docente	  y	  de	  persona.	  	  Gracias	  a	  todas	  las	  sonrisas	  de	  la	  Facultad	  y	  del	  Hospital.	  Vicen	  (tengo	  claro	  que	  eres	  una	  de	  las	  grandes	  estrellas	  de	  esta	  Luna),	  Marcelo,	  Teo	  (me	  cuidas	  como	  una	   mami),	   Sara	   (tienes	   tanto	   corazón	   como	   carácter,	   y	   eso	   es	   mucho),	   Mari	  Ángeles,	  Alvarito	  (eres	  nuestro	  propio	  Dr.	  Shepherd),	  Paloma,	  Fina	  (mi	  yin,	  hemos	  creado	  un	  camino),	  Conchita,	  María	   (finalizamos	  un	  ciclo	  a	   la	  vez.	  Gracias	  por	   tu	  ayuda	   cuando	  estaba	  perdida),	  Antonio,	  Mariví…	  A	   todos	  esos	   “buenos	  días”	  que	  alegran	   el	   día,	   no	   me	   cabéis	   todos	   aquí.	   A	   los	   resis	   pasados	   y	   presentes	   y	   los	  alumnos	   internos	   (todos	   aprendemos	   de	   todos).	   A	   los	   dos	   tesoros	   que	   encontré	  entre	   los	   libros	  de	   anato	   y	   las	   prácticas	   de	  bioquímica	   (Letto	   y	  Monse),	   siempre	  habéis	  creído	  en	  mi	  y	  sois,	  sin	  duda,	  uno	  de	  los	  mejores	  regalos	  de	  la	  carrera	  (la	  de	  los	  libros	  y	  la	  de	  la	  vida).	  	  A	  mi	  familia,	  que	  desde	  que	  me	  empeñé	  en	  dormir	  la	  siesta	  entre	  los	  cascos	  de	  un	  caballo	  me	  han	  apoyado.	  Sois	  un	  puerto	  y	  para	  alguien	  como	  yo	  para	  quien	  la	  vida	   es	   un	   océano	   eso	   es	  muy	   importante.	   Abuelita,	   se	   que	   a	   ti	   te	   haría	   especial	  ilusión	   verme	   “doctora”	   así	   que	   este	   título	   va	   dedicado	   a	   ti	   (espero	   que	   las	  neuronas	  restablezcan	  una	  conexión	  mágica	  y	  te	  dejen	  entenderlo).	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A	  “la	  otra	  rubia”,	  Rosalía,	  eres	  uno	  de	  los	  grandes	  regalos	  de	  este	  periodo.	  Por	  cierto,	   mi	   viaje	   de	   “fin	   de	   tesis”	   va	   a	   ser	   a	   Nueva	   Zelanda,	   ¿te	   suena?.	   Te	  necesitamos.	  Hay	  doce	  horas	  de	  diferencia	  horaria	  y	  con	  el	  whatsapp	  no	  vamos	  a	  coincidir.	  No	  puedes	  negarte,	  está	  escrito	  en	  una	  tesis	  (puedes	  referenciarme).	  	  A	  mi	   otra	   gran	   familia,	   que	   son	  mis	   amigos.	   Prometo	   que	   he	   intentado	   no	  daros	   “la	   coña”	  demasiado	  con	  mi	   tesis	  y	  espero	  haberlo	   logrado.	   Sois	  una	  parte	  enorme	  de	  mi	  vida.	  No	  cabéis	  todos	  aquí	  (afortunadamente	  hay	  un	  largo	  etc.)	  pero	  siempre	  intento	  que	  la	  gente	  especial	  sepa	  que	  lo	  es	  (vosotros	  sabéis	  quiénes	  sois).	  A	  Cris	  (mi	  estrella	  canaria),	  Cori	  (sólo	  por	  dictarme	  esas	  largas	  series	  de	  números	  esta	  tesis	  también	  es	  tuya),	  Miriam	  (mi	  CoCo,	  tu	  estarás	  presente	  aquí	  y	  en	  todo),	  Laurita	   (al	   final	   va	   todo	   de	   caballos),	   a	   mi	   hermanita	   Sandra,	   a	   la	   flor	   que	   es	  Fresia…	  A	  mis	  músicos	  por	  poner	   la	  banda	   sonora	   (Rash,	  Marwan,	  Miki,	  Andrés,	  Lucas,	  Mario…),	  ya	  que	  no	  puedo	  poneros	  en	  la	  dedicatoria	  de	  mi	  disco	  estáis	  en	  la	  de	  mi	  tesis.	  	  	  A	  toda	  la	  gente	  que	  ha	  ayudado	  y	  apoyado	  en	  el	  desarrollo	  de	  este	  trabajo.	  A	  todo	  el	  equipo	  del	  “Depósito	  de	  Sementales	  de	  Ávila”,	  en	  especial	  a	  Paco,	  que	  me	  ha	  brindado	  siempre	  una	  mano	  y	  a	  Juan	  Carlos	  (eres	  una	  gran	  persona	  y	  un	  magnífico	  profesional.	   Los	   grandes	  maestros	   son	   aquellos	   que	   siempre	   están	   dispuestos	   a	  enseñar).	   	   A	   Pedro	   Cuesta	   por	   ayudarme	   a	   ponerle	   “sentido	   estadístico”	   a	   los	  números	   y	   a	   Miguel	   Ángel	   Ramírez	   por	   pegarse	   las	   palizas	   de	   procesado	   de	  muestras	  de	  100	  en	  100	  conmigo.	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A	  Tim	  Flach	  por	  permitirme,	  sin	  conocerme	  y	  de	   forma	  altruista,	  utilizar	  su	  magia	  expresada	  en	  píxeles.	  	  	  A	  los	  caballos.	  Una	  de	  las	  grandes	  razones	  de	  que	  esté	  aquí,	  son	  ellos.	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  TESIS	  DOCTORAL	  	   La	   Tesis	   Doctoral	   “Optimización	   de	   las	   técnicas	   de	  
acondicionamiento	   del	   semen	   equino	   para	   los	   procesos	   de	  
conservación	  seminal”	  es	  un	  compendio	  de	  publicaciones:	  
Ø ARTÍCULO	  1:	   Simple	   and	   economic	   colloidal	   centrifugation	  protocols	  
may	   be	   incorporated	   into	   the	   clinical	   equine	   sperm	   processing	  
procedure.	   Luna	   Gutiérrez-­‐Cepeda,	   Álvaro	   Fernández,	   Francisco	   Crespo,	  Jaime	  Gosálvez,	  Consuelo	  Serres.	  Animal	  Reproduction	  Science	  2011,	  124(1-­‐
2):85-­‐89.	  
Ø ARTÍCULO	   2:	   Colloidal	   centrifugation	   of	   stallion	   semen	   results	   in	   a	  
reduced	   rate	   of	   sperm	   DNA	   fragmentation.	   Francisco	   Crespo,	   Luna	  Gutiérrez-­‐Cepeda,	   Jaime	   Gosálvez,	   Consuelo	   Serres	   y	   SD	   Johnston.	  
Reproduction	  in	  Domestic	  Animals	  2013,	  48(2):23-­‐25.	  
Ø ARTÍCULO	   3:	   The	   effect	   of	   two	   pre-­‐cryopreservation	   single	   layer	  
colloidal	   centrifugation	   protocols	   in	   combination	   with	   different	  
freezing	   extenders	   on	   the	   fragmentation	  dynamics	   of	   thawed	  equine	  
sperm	  DNA.	   Luna	  Gutiérrez-­‐Cepeda,	  Álvaro	  Fernández,	   Francisco	  Crespo,	  Miguel	  Ángel	  Ramírez,	   Jaime	  Gosálvez	   y	  Consuelo	   Serres.	  Acta	  Veterinaria	  
Scandinavica	  2012,	  54:72.	  
Ø ARTÍCULO	   4:	   Equine	   sperm	   cryopreservation	   efficiency	   optimization	  
by	   colloidal	   centrifugation.	   Luna	   Gutiérrez-­‐Cepeda,	   Consuelo	   Serres,	  Álvaro	  Fernández,	  Jaime	  Gosálvez,	  Juan	  Carlos	  Blázquez	  y	  Francisco	  Crespo.	  
Reproduction	  in	  Domestic	  Animals	  (enviado).	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Además	   el	   trabajo	   de	   investigación	   desarrollado	   durante	   este	   tiempo,	   ha	  contribuido	  en	  el	  desarrollo	  de	  otras	  publicaciones	  y	  en	  la	  participación	  en	  diversos	  congresos	  nacionales	  e	  internacionales	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CAPÍTULO	  1:	  RESUMEN	  	   esde	  hace	  muchos	  años	  en	  las	  técnicas	  de	  reproducción	  asistida	  en	   medicina	   humana	   existen	   protocolos	   de	   procesamiento	   de	  semen	   para	   incrementar	   su	   calidad.	   En	   la	   industria	  reproductiva	   equina,	   las	   técnicas	   de	   inseminación	   artificial	   se	  han	   desarrollado	   ampliamente,	   aunque	   el	   uso	   de	   semen	   criopreservado	   es	  menor	  que	  en	  otras	  especies	  debido	  a	  problemas	  de	  supervivencia	  espermática	  y	   variabilidad	   individual.	   Esta	   variabilidad	   individual	   también	   ha	   sido	  establecida	  entre	  razas.	  En	  general,	  sólo	  el	  20-­‐30%	  de	  los	  sementales	  producen	  un	  semen	  con	  buena	  capacidad	  de	  congelación,	  “buenos	  congeladores”,	  otro	  40-­‐60%	   aproximadamente	   con	   capacidad	   aceptable	   (aunque	   se	   ve	   afectado	  negativamente	  por	  la	  criopreservación)	  y	  otro	  20-­‐30%	  de	  sementales	  producen	  semen	   que	   no	   es	   congelable	   en	   absoluto,	   “malos	   congeladores”,	   	   Estas	  limitaciones	  determinan	  que	  la	  inseminación	  artificial	  con	  semen	  congelado	  en	  el	   équido	   esté	  menos	   extendida	   que	   en	   otras	   especies	   y	   encontrar	   sistemas	   y	  procedimientos	   que	   permitan	   incrementar	   el	   número	   de	   sementales	   y	  eyaculados	   adecuados	  para	   refrigeración	  y/o	   congelación	   es	  una	  de	   las	  metas	  principales.	  	   	  	   Unos de los procedimientos más extendidos para intentar mejorar la 
calidad seminal en equinos, especialmente en individuos tipificados como "malos 
refrigeradores-congeladores", es la eliminación de parte del plasma seminal mediante  
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centrifugación simple. Sin embargo, esta técnica no ejerce tareas de selección, sino que 
concentra tanto los espermatozoides considerados normales, anormales y los no viables 
en el “pellet” resultante. 	  La	   centrifugación	   coloidal	   es	   una	   técnica	   útil	   que	   ha	   demostrado	   mejorar	  también	  la	  calidad	  seminal	  en	  diferentes	  especies	  animales,	  entre	  ellas	  los	  caballos,	  al	   seleccionar	   los	   mejores	   espermatozoides y eliminar agentes patógenos, células 
inflamatorias y espermatozoides muertos responsables de la liberación de especies 
oxigeno reactivas (ROS) que disminuyen la calidad seminal.	  Su	  uso	  está	  recomendado	  para	  mejorar	  la	  fertilidad	  de	  sementales	  infértiles.	  	  	  Sin	   embargo,	   los	   protocolos	   de	   centrifugación	   coloidal	   inicialmente	  recomendados	  por	   los	   fabricantes	   eran	   clínicamente	  difíciles	   de	   incorporar	   a	   las	  técnicas	   de	   procesamiento	   del	   semen	   equino	   ya	   que	   usaban	   volúmenes	   de	  centrifugación	   pequeños	   (2-­‐5ml	   de	   semen	   diluido,	   1:1)	   y	   un	   gran	   volumen	   de	  coloide.	   Teniendo	   en	   cuenta	   que	   el	   volumen	   normal	   de	   eyaculado	   en	   los	  sementales	  es	  de	  40-­‐150ml,	  era	  necesario	  el	  uso	  de	  16-­‐60	  tubos	  de	  centrifugación	  de	  50ml	  y	  entre	  160-­‐600ml	  de	  colide	  lo	  que	  era	  clínicamente	  no	  factible	  debido	  a	  dificultades	  técnicas	  y	  económicas.	  	  	  Por	  ello,	  nuestro	  primer	  objetivo	   fue	  determinar	  el	  protocolo	  de	  procesado	  óptimo	   para	   adaptar	   a	   la	   clínica	   reproductiva	   equina	   el	   uso	   de	   un	   producto	   de	  centrifugación	   coloidal	   (Equipure®).	   Se	   recolectaron	   un	   total	   de	   diecinueve	  eyaculados	  de	  diez	  sementales	  Pura	  Raza	  Española	  (P.R.E.).	  Los	  eyaculados,	  sin	  la	  fracción	  gel,	  se	  analizaron	  antes	  del	  tratamiento	  (control).	  El	  semen	  fue	  sometido	  a	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seis	   protocolos	   de	   centrifugación	   coloidal	   y	   las	   muestras	   resultantes	   fueron	  evaluadas	  estadísticamente	  (p<0.05)	  para	  recuperación	  y	  calidad	  espermática.	  Los	  valores	   del	   índice	   de	   linearidad	   (LIN),	   rectitud	   (STR)	   y	   la	   frecuencia	   de	   batida	  (BCF)	   fueron	   significativamente	   mayores	   en	   los	   protocolos	   de	   centrifugación	  coloidal	  respecto	  al	  protocolo	  control	  y	  el	  índice	  de	  fragmentación	  del	  ADN	  tendió	  a	   ser	   menor	   en	   la	   mayoría	   de	   los	   protocolos	   de	   centrifugación	   coloidal.	   Los	  protocolos	  de	  centrifugación	  coloidal	  propuestos	  resultaron	  ser	  tan	  eficientes	  en	  la	  mejora	   de	   la	   calidad	   espermática	   como	   el	   protocolo	   de	   centrifugación	  mediante	  gradientes	  recomendado	  por	  la	  casa	  comercial,	  con	  la	  ventaja	  añadida	  de	  que	  estos	  son	  mucho	  más	  económicos	  y	  sencillos	  de	  utilizar.	  De	  acuerdo	  a	  los	  resultados,	  es	  posible	   incorporar	   protocolos	   de	   centrifugación	   coloidal	   monocapa	   y/o	   con	  grandes	   volúmenes	   de	   semen,	   que	   resultan	   sencillos,	   económicos	   y	   compatibles	  clínicamente	  con	  las	  técnicas	  de	  procesado	  de	  semen	  equino.	  	  	  Una	   vez	   adaptados	   los	   protocolos	   de	   centrifugación	   coloidal	   a	   la	   clínica	  equina,	   comparamos	   el	   efecto	   de	   la	   centrifugación	   simple	   y	   la	   centrifugación	  coloidal	   en	   semen	   fresco	   sobre	   las	   características	   seminales	   del	   semen	   no	  centrifugado	   y	   de	   los	   pellets	   resultantes	   de	   las	   centrifugaciones	   en	   diecisiete	  eyaculados	   de	   seis	   sementales	   P.R.E.	   Inmediatamente	   tras	   la	   centrifugación	  coloidal	   la	   velocidad	   rectilínea	   (VSL)	   de	   los	   espermatozoides	   recuperados	   fue	  mayor	  que	  tras	  la	  centrifugación	  simple	  (p=0.000),	  pero	  no	  obtuvimos	  diferencias	  significativas	   en	   la	   motilidad	   progresiva	   ni	   en	   los	   niveles	   de	   fragmentación	   del	  ADN	   espermático	   determinados	   a	   través	   del	   Test	   de	  Dispersión	   de	   la	   Cromatina	  Espermática	   (SCD).	   Sin	   embargo,	   al	   evaluar	   la	   dinámica	   de	   la	   fragmentación	   del	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ADN,	  incubando	  las	  muestras	  a	  37ºC	  durante	  24	  horas,	  se	  determinó	  que	  la	  tasa	  de	  fragmentación	   del	   ADN	   espermático	   (r-­‐SDF)	   fue	   menor	   (p=0.0011)	   en	   aquellos	  espermatozoides	   recuperados	   tras	   la	   centrifugación	   coloidal	   respecto	   a	   las	   no	  centrifugadas	   o	   sometidas	   a	   centrifugación	   simple.	   Estos	   resultados	   determinan	  que	   la	   centrifugación	   coloidal	   del	   semen	  equino	  prolonga	   la	   longevidad	  del	  ADN	  espermático,	   aunque	   es	   importante	   resaltar	   que	   estas	   diferencias	   fueron	   sólo	  visibles	  tras	  la	  incubación	  de	  las	  muestras.	  Por	  ello,	  recomendamos	  que	  a	  la	  hora	  de	  valorar	  técnicas	  de	  centrifugación	  y/u	  otros	  procedimientos	  ex	  vivo	  se	  utilice	  la	  evaluación	   de	   la	   dinámica	   de	   la	   fragmentación,	   ya	   que	   permite	   la	   expresión	   del	  daño	   latente	   en	   la	   cromatina	   espermática,	   que	   no	   siempre	   es	   visible	  inmediatamente	  tras	  la	  eyaculación	  o	  el	  procesado.	  	  Posteriormente	   comenzamos	   a	   evaluar	   la	   aplicación	   de	   esta	   técnica	   a	   los	  procesos	   de	   conservación	   seminal,	   evaluando	   el	   efecto	   de	   dos	   protocolos	   de	  centrifugación	   coloidal	   monocapa	   aplicados	   antes	   de	   la	   criopreservación	   del	  semen	   equino,	   en	   combinación	   con	   tres	   diluyentes	   de	   congelación	   comerciales,	  sobre	   la	   dinámica	   de	   fragmentación	   del	   ADN	   espermático.	   Los	   niveles	   de	  fragmentación	  del	  ADN	  espermático	   fueron	   significativamente	  menores	   (p<0.05)	  nada	   más	   descongelar	   y	   tras	   4	   horas	   de	   incubación	   a	   37ºC	   en	   las	   muestras	  sometidas	  a	  cualquiera	  de	  los	  dos	  protocolos	  de	  centrifugación	  coloidal	  respecto	  a	  las	  muestras	  control	  (centrifugación	  simple).	  El	  diluyente	  InraFreeze®	  se	  asoció	  a	  niveles	   de	   fragmentación	   del	   ADN	   espermático	   menores	   que	   el	   diluyente	  BotuCrio®	  a	  las	  6	  horas	  de	  incubación,	  	  y	  que	  los	  diluyentes	  Gent®	  y	  BotuCrio®	  a	  las	   24	   horas	   de	   incubación.	   Estos	   resultados	   sugieren	   que	   la	   centrifugación	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coloidal	   monocapa,	   con	   semen	   puro	   o	   diluido,	   aplicada	   antes	   de	   la	  criopreservación	  reduce	  el	  índice	  de	  fragmentación	  durante	  las	  primeras	  4	  h	  en	  el	  semen	  descongelado.	  Se	  necesitan	  más	  estudios	  para	  determinar	   la	   influencia	  de	  los	  diluyentes	  de	  congelación	  sobre	  la	  fragmentación	  del	  ADN	  espermático	  equino.	  	  A	   la	   vista	   de	   los	   resultados	   obtenidos,	   evaluamos	   la	   incorporación	   de	   la	  centrifugación	  coloidal	  monocapa	  antes	  del	  procesado	  de	  criopreservación	  dentro	  de	  la	  “Prueba	  de	  Congelación”,	  valorando	  la	  influencia	  del	  tipo	  de	  centrifugación	  y	  del	  diluyente	  utilizado	  sobre	  la	  calidad	  seminal	  postdescongelación.	  Se	  estudiaron	  un	  total	  de	  diecisiete	  eyaculados.	  Aquellos	  cuya	  motilidad	  progresiva	  en	  fresco	  era	  ≥60%	   eran	   clasificados	   como	   “Adecuados	   para	   la	   Congelación”	   y	   procesados	   de	  forma	   estándar	   para	   la	   Prueba	   de	   Congelación	   (centrifugación	   simple).	   Los	  eyaculados	  cuya	  motilidad	  progresiva	  en	  fresco	  era	  <60%	  se	  clasificaban	  como	  “No	  Adecuados	  para	  la	  Congelación”	  y	  se	  sometían	  a	  dos	  protocolos	  de	  centrifugación	  coloidal.	   Si	   tras	   la	   centrifugación	   coloidal	   su	   motilidad	   progresiva	   era	   ≥60%	   se	  clasificaban	  como	  “Aceptados	  tras	  la	  Centrifugación	  Coloidal”	  y	  eran	  incluidos	  en	  la	  Prueba	  de	  Congelación,	   sino	  alcanzaban	  este	   valor	  no	  eran	  procesados.	  En	   todas	  las	  muestras	   que	   fueron	   criopreservadas	   se	   utilizaron	   tres	   protocolos,	   cada	   uno	  con	  un	  diluyente	  de	  congelación	  diferente	  y	  comúnmente	  utilizado	  en	  la	  industria	  reproductiva	  equina	  (Lactosa-­‐EDTA	  modificado,	  InraFreeze®	  y	  Botu-­‐Crio®).	  	  	  La	   incorporación	   de	   la	   centrifugación	   coloidal	   antes	   de	   la	   criopreservación	  permitió	  incrementar	  del	  35%	  (6/17)	  al	  71%	  (12/17)	  el	  porcentaje	  de	  eyaculados	  disponibles	   para	   la	   congelación,	   duplicando	   el	   número	   de	   muestras	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criopreservadas.	  Sólo	  encontramos	  diferencias	  significativas	  (p<0.05)	  en	  LIN	  y	  en	  la	  amplitud	  de	  desplazamiento	   lateral	  de	   la	   cabeza	   (ALH)	  a	   los	   cinco	  minutos	  de	  incubación	   a	   37ºC	   tras	   la	   descongelación	   entre	   las	   muestras	   procesadas	   con	  centrifugación	  coloidal	  y	  simple.	  No	  se	  encontraron	  diferencias	  significativas	  en	  las	  variables	  analizadas	  entre	  los	  dos	  protocolos	  de	  centrifugación	  coloidal.	  El	  uso	  de	  la	   centrifugación	   coloidal	   antes	   de	   la	   criopreservación	   permitió	   que	   a	   partir	   de	  eyaculados	  de	  mala	  calidad	  se	  obtuvieran	  dosis	  de	  semen	  descongelado	  de	  calidad	  similar	   a	   la	  de	   los	   eyaculados	  de	  buena	   calidad	  en	   fresco.	  El	  diluyente	   comercial	  BotuCrio®	  fue	  el	  que	  optimizó	  de	  manera	  más	  eficiente	   todos	   los	  parámetros	  de	  motilidad	  y	  sus	  características.	  La	  centrifugación	  coloidal	  optimizó	  la	  eficiencia	  de	  la	   técnica	   de	   congelación	   seminal	   al	   incrementar	   el	   número	   de	   sementales	   y/o	  eyaculados	  criopreservables	  de	  cada	  semental.	  	  	  Incluir	   las	  nuevas	   técnicas	  de	  procesamiento	  de	  semen	  mediante	  coloides	  a	  los	  procesos	  de	  conservación,	  específicamente	  en	  la	  Prueba	  de	  Congelación,	  podría	  ayudar	  a	  optimizar	   los	  protocolos	  de	  criopreservación	  de	  semen	  en	  esta	  especie,	  particularmente	  al	  enfrentarse	  a	  individuos	  o	  razas	  cuya	  baja	  calidad	  espermática	  inicial	   limita	   o	   impide	   su	   inclusión	   en	   los	   programas	   comerciales	   de	  criopreservación.	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De	  la	  presente	  investigación	  “Optimización	  de	  las	  técnicas	  de	  procesamiento	  del	   semen	  equino	  para	   los	  procesos	  de	   conservación	   seminal”	   se	  desprenden	   las	  siguientes	  conclusiones:	  	  
Ø 1.	  Es	  posible	  aplicar	  protocolos	  de	  centrifugación	  coloidal	  de	  una	  sola	  capa	  y	  con	  grandes	  volúmenes	  de	  semen	  sin	  que	  se	  vea	  afectada	  negativamente	  la	   selección	   espermática	   de	   la	   centrifugación	   con	   gradientes;	   haciéndola	  compatible	  técnica	  y	  económicamente	  en	  la	  práctica	  de	  la	  clínica	  equina.	  	  
Ø 2.	   La	  dinámica	  de	   la	   fragmentación	  del	  ADN	  ocurre	  de	   forma	  más	   lenta	   y	  menos	   intensa	   tras	   la	   centrifugación	   coloidal	   respecto	   al	   semen	   fresco	  no	  procesado	   y	   respecto	   al	   semen	   fresco	   procesado	  mediante	   centrifugación	  simple.	  	  	  
Ø 3.	   La	   centrifugación	   coloidal	   previa	   a	   la	   congelación	   del	   semen	   permite	  obtener	  muestras	   de	   semen	   descongelado	   con	  mayor	   integridad	   del	   ADN	  manteniendo	  en	  el	  tiempo	  un	  índice	  de	  fragmentación	  menor.	  	  
Ø 4.	  La	  evaluación	  dinámica	  de	  la	  fragmentación	  del	  ADN	  permite	  la	  expresión	  del	   daño	   latente	   en	   la	   cromatina	   espermática,	   que	   no	   siempre	   es	   visible	  inmediatamente	  tras	  la	  eyaculación	  o	  el	  procesado.	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Ø 5.	   El	   diluyente	   de	   congelación	   InraFreeze®	   presenta	   una	   dinámica	   de	  fragmentación	  del	  ADN	  más	  lenta	  que	  el	  diluyente	  BotuCrio®	  y	  el	  Gent®.	  El	  diluyente	   Botucrio®	   mantiene	   mejores	   características	   de	   la	   motilidad	  espermática	  que	  el	  diluyente	  InraFreeze®	  y	  el	  Lactosa-­‐Edta.	  	  
Ø 6.	  El	  caballo	  de	  Pura	  Raza	  Española	  puede	  ser	  considerado	  una	  raza	  de	  baja	  calidad	   seminal,	   en	   relación	   al	   alto	   porcentaje	   de	   animales	   con	   una	  motilidad	  progresiva	  menor	  al	  50%.	  	  
Ø 7.	  Al	  incluir	  la	  centrifugación	  coloidal	  en	  una	  Prueba	  de	  Congelación	  clínica,	  el	  protocolo	  que	   incorpora	  10ml	  de	  semen	  diluido	  sobre	  10ml	  del	  coloide	  fue	  más	  efectivo	  que	  el	  protocolo	  que	  	  incluye	  5ml	  de	  semen	  puro	  sobre	  5ml	  del	  coloide.	  	  
Ø 8.	   La	   centrifugación	   coloidal	   permite	   obtener,	   a	   partir	   de	   eyaculados	   de	  peor	   calidad,	   dosis	   de	   semen	   descongelado	   de	   calidad	   similar	   a	   la	   de	   los	  eyaculados	  de	  buena	  calidad.	  	  
Ø 9.	   La	   incorporación	   de	   la	   centrifugación	   coloidal	   en	   la	   Prueba	   de	  Congelación	   incrementa	   el	   número	   de	   sementales	   y/o	   eyaculados	  adecuados	  para	  los	  programas	  de	  congelación	  comerciales,	  optimizando	  la	  técnica.	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  CAPÍTULO	  1:	  SUMMARY	  
	  
	  
or	   many	   years	   in	   human	   assisted-­‐reproduction	   procedures	  there	   have	   been	   special	   protocols	   to	   prepare	   and	   improve	  sperm	   quality.	   In	   the	   equine	   industry,	   artificial	   insemination	  techniques	   have	   been	   greatly	   developed,	   although	  cryopreserved	   semen	   is	   still	   less	   used	   comparing	   to	   others	   species	   due	   to	  spermatic	   survival	   problems	   and	   individual	   variability.	   This	   individual	  variability	   has	   also	   been	   established	   between	   breeds.	   In	   general,	   20-­‐30%	   of	  stallions	   are	   considered	   to	   have	   a	   good	   frozen-­‐thawed	   sperm	   quality	   “Good	  Freezers”,	  40-­‐60%	  average	  frozen-­‐thawed	  quality	  and	  the	  other	  20-­‐30%	  are	  not	  suitable	   for	   cryopreservation	   “Bad	   Freezers”.	   All	   these	   limitations	   determine	  that	  artificial	   insemination	  with	  frozen	  semen	  in	  the	  equine	  is	  less	  widespread	  than	   in	   other	   species	   and	   finding	   systems	   and	   procedures	   to	   increase	   the	  number	   of	   stallions	   and	   ejaculates	   suitable	   to	   be	   cooled	   and	   cryopreserved	   is	  and	  important	  goal.	  	  	   It	   has	   been	   suggested	   that	   equine	   sperm	   quality	   could	   be	   enhanced,	  particularly	  in	  stallions	  identified	  as	  “bad	  coolers/freezers”,	  by	  removing	  some	  of	  the	  seminal	  plasma	  by	  simple	  centrifugation.	  However,	  such	  procedure	  does	  not	   select	   the	   best	   spermatozoa	   as	   all	   sperm	   and	   debris	   are	   presented	   in	   the	  resulting	  pellet.	  	  
F	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Contrary,	  colloidal	  centrifugation	  is	  a	  useful	  technique	  that	  has	  been	  proved	  to	   enhance	   semen	   quality	   by	   selection	   of	   the	   best	   spermatozoa	   for	   different	  species,	   including	   the	   stallion,	   and	   removal	   of	   bacteria,	   inflammatory	   cells	   and	  death	  spermatozoa	  that	  may	  be	  responsible	  for	  some	  of	  the	  spermatozoa	  sublethal	  damage	   and	   serve	   as	   a	   source	   of	   reactive	   oxygen	   species	   (ROS).	   Its	   use	   is	  recommended	  to	  improve	  fertility	  of	  subfertile	  stallions.	  	  	   However,	   colloidal	   centrifugation	   protocols	   first	   recommended	   by	   the	  manufacturer	   were	   clinically	   complicated	   in	   the	   equine	   sperm	   processing	  technique	   as	   they	  used	   low	  centrifugation	  volumes	   (2-­‐5ml	   extended	   semen,	  1:1)	  and	   a	   high	   quantity	   of	   centrifugation	   product.	   Considering	   that	   the	   normal	  ejaculate	  volume	  ranges	  between	  40	  and	  150ml,	  we	  were	  expected	  to	  use	  between	  16	  and	  60	  centrifuge	  tubes	  (50ml)	  and	  160-­‐600ml	  of	  centrifugation	  product	  what	  was	   clinically	  not	  viable	  due	   to	   the	   cost	   and	   technical	  difficulties	   inherent	   to	   the	  process.	  	   	  Therefore,	  our	  first	  aim	  was	  to	  determine	  the	  optimal	  processing	  procedures	  to	   adapt	   the	   use	   of	   a	   colloidal	   centrifugation	   product	   (EquiPure™)	   in	   the	   equine	  reproduction	   industry.	   A	   total	   of	   nineteen	   ejaculates	   were	   collected	   from	   10	  Purebred	  Spanish	  Horses	  (P.R.E	  horses)	  using	  a	  Missouri	  artificial	  vagina.	  Gel-­‐free	  semen	  aliquots	  were	  analyzed	  prior	  to	  treatment	  (control).	  Semen	  was	  subjected	  to	   one	   of	   six	   colloidal	   centrifugation	   protocols	   and	   resulted	   samples	   were	  statistically	  evaluated	  (p	  <	  0.05)	  for	  sperm	  quality	  and	  recovery	  rate.	  We	  obtained	  higher	   values	   by	   colloidal	   centrifugation	   in	   the	   Linearity	   (LIN)	   and	   Straightness	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(STR)	   Index	   and	   in	   the	   Beat	   Cross	   Frequency	   (BCF)	   variables	   sand	   DNA	  fragmentation	   index	   trended	   to	   be	   lower	   in	  most	   of	   the	   colloidal	   centrifugation	  protocols.	  The	  studied	  protocols	  were	  shown	  to	  be	  as	  efficient	  in	  improving	  equine	  sperm	   quality	   as	   the	   commercial	   protocol	   recommended	   by	   the	   manufacturer,	  with	   the	   added	   advantage	   of	   being	   much	   more	   economical	   and	   simple	   to	   use.	  According	  to	  these	  results	  it	  seems	  to	  be	  possible	  to	  incorporate	  single	  layer	  and	  or	  high	   colloidal	   centrifugation	   volume	   protocols	   what	   would	   make	   them	   simple,	  economic	  and	  clinically	  viable	  for	  the	  equine	  sperm	  processing	  procedure.	  	  Once	   colloidal	   centrifugation	   protocols	   were	   adapted	   to	   the	   equine	  reproductive	   clinics,	   we	   compared	   the	   efficacy	   of	   simple	   and	   colloidal	  centrifugation	   of	   fresh	   stallion	   sperm	   over	   sperm	   characteristics	   of	   non-­‐centrifuged	  samples	  and	  pellets	  obtained	  after	  simple	  centrifugation	  of	  seventeen	  ejaculates	   from	   six	   P.R.E	   horses.	   Immediately	   after	   centrifugation	   straight-­‐line	  velocity	  (VSL)	  was	  higher	  after	  colloidal	  than	  simple	  centrifugation	  (p=0.000),	  but	  there	   were	   no	   significant	   differences	   in	   the	   progressive	   motility	   or	   sperm	   DNA	  fragmentation	   as	   determined	   by	   the	   Sperm	   Chromatin	   Dispersion	   Test	   (SCD)	  between	   simple	   and	   colloidal	   centrifugation.	   However,	   when	   centrifuged	  spermatozoa	  were	   incubated	  at	  37ºC	  for	  24	  h	  (DNA	  Fragmentation	  Dynamics)	  to	  determine	   the	  rate	  of	  DNA	   fragmentation	  (r-­‐SDF),	  a	   lower	  r-­‐SDF	  (p=0.0011)	  was	  observed	  in	  those	  sperm	  recovered	  after	  colloidal	  separation	  compared	  to	  simple	  or	  no	  centrifugation.	  These	  results	  confirm	  that	  colloidal	  centrifugation	  of	  stallion	  spermatozoa	  results	  in	  prolonged	  sperm	  DNA	  longevity,	  but	  these	  differences	  were	  only	   apparent	   following	   a	   period	   of	   incubation	   and	   dynamic	   assessment.	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Consequently,	   we	   strongly	   recommend	   the	   use	   of	   the	   dynamic	   form	   of	   the	   SDF	  assay	  for	  evaluating	  centrifugation	  and	   ⁄	  or	  other	  ex	  vivo	  procedures,	  as	   it	  allows	  the	   expression	   of	   the	   DNA	   latent	   damage	   that	   is	   not	   visible	   immediately	   after	  ejaculation	  or	  manipulation.	  	  	  Afterwards,	   we	   started	   to	   evaluate	   the	   use	   of	   this	   technique	   in	   the	   sperm	  conservation	   programs,	   by	   evaluating	   the	   effect	   of	   two	   single	   layer	   colloidal	  centrifugation	   protocols	   prior	   to	   equine	   sperm	   cryopreservation	   in	   combination	  with	   three	   commercial	   freezing	   extenders	   on	   the	   post-­‐thaw	   sperm	   DNA	  fragmentation	   dynamics.	   Post-­‐thaw	  DNA	   fragmentation	   levels	   in	   semen	   samples	  subjected	   to	   either	   of	   the	   colloidal	   centrifugation	   protocols	   were	   significantly	  lower	   (p<0.05)	   immediately	   after	   thawing	   and	   after	   4	   h	   of	   incubation	   at	   37°C	  compared	  to	  samples	  that	  underwent	  standard	  (control)	  centrifugation.	  The	  use	  of	  InraFreeze™	   commercial	   freezing	   extender	  was	   associated	  with	   significantly	   less	  DNA	   fragmentation	   levels	   than	   the	   use	   of	   Botu-­‐Crio™	   commercial	   freezing	  extender	   at	   6	   h	   of	   incubation	   and	   than	   the	   use	   of	   either	   Botu-­‐Crio™	   or	   Gent™	  commercial	   freezing	   extenders	   at	   24	   h	   of	   incubation.	   These	   results	   suggest	   that	  single	   layer	  colloidal	   centrifugation,	  both	  with	   raw	  and	  extended	  sperm,	  prior	   to	  cryopreservation	   reduces	   DNA	   fragmentation	   index	   during	   the	   first	   four	   hours	  after	   thawing.	   Further	   studies	   are	  needed	   to	  determine	   the	   influence	  of	   freezing	  extenders	  on	  equine	  sperm	  DNA	  fragmentation	  dynamics.	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After	   the	   results	   obtained,	   we	   evaluated	   the	   incorporation	   of	   single	   layer	  colloidal	   centrifugation	   prior	   cryopreservation	   in	   clinical	   conditions	   within	   the	  Freeze-­‐Test,	   observing	   the	   influence	   of	   centrifugation	   and	   freezing	   extender	  protocol	  in	  post-­‐thawed	  sperm	  quality.	  Seventeen	  ejaculates	  were	  included	  in	  the	  experiment.	  Ejaculates	  which	  progressive	  motility	  in	  fresh	  semen	  were	  higher	  than	  60%	  were	  classified	  as	  “Suitable	  for	  Cryopreservation”	  and	  were	  subjected	  to	  the	  standard	   Freeze-­‐Test	   protocol	   (simple	   centrifugation).	   Ejaculates	   which	  progressive	  motility	  in	  fresh	  semen	  were	  lower	  than	  60%	  were	  classified	  as	  “Non	  Suitable	  for	  Cryopreservation”	  and	  were	  processed	  through	  two	  different	  colloidal	  centrifugation	   protocols.	   If	   after	   colloidal	   centrifugation	   progressive	   motility	  increased	   ≥60%	   samples	   were	   classified	   as	   “Acceptable	   After	   Colloidal	  Centrifugation”,	   if	  they	  did	  not	  raise	  up	  to	  60	  this	  value	  they	  were	  not	  processed.	  All	   cryopreserved	   samples	   were	   processed	   with	   three	   protocols	   with	   three	  different	   freezing	   extenders	   commonly	  used	   in	   the	   equine	   reproductive	   industry	  (modified	  Lactose-­‐EDTA,	  InraFreeze®	  and	  Botu-­‐Crio®).	  	  	  Using	   colloidal	   centrifugation	   prior	   to	   cryopreservation	   the	   percentage	   of	  ejaculates	  available	  to	  be	  frozen	  was	  increased	  from	  35%	  (6/17)	  to	  71%	  (12/17),	  doubling	   the	   number	   of	   samples	   that	   could	   have	   been	   subjected	   to	  cryopreservation.	   We	   only	   found	   significant	   differences	   in	   post-­‐thawed	   sperm	  parameters	  in	  LIN	  and	  Amplitude	  of	  Lateral	  head	  Movement	  (ALH)	  after	  5	  minutes	  of	   incubation	   at	   37ºC	   between	   colloidal	   and	   simple	   centrifugation	   processing	  techniques.	   No	   significant	   differences	   were	   found	   between	   both	   colloidal	  centrifugation	   protocols.	   Colloidal	   centrifugation	   allowed	   obtaining,	   from	   worse	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fresh	  quality	  ejaculates,	   thawed	  sperm	  doses	  with	  similar	  quality	   to	   that	  of	  good	  quality	   ejaculates.	   BotuCrio®	   commercial	   freezing	   extender	   better	   optimized	  motility	  parameters	  and	   its	  characteristics.	  Colloidal	  centrifugation	  optimizes	   the	  efficiency	   of	   the	   technique	   as	   it	   allows	   increasing	   the	   number	   of	   ejaculates	   and	  stallions	   suitable	   for	   cryopreservation.	   Including	   new	   semen	   processing	  techniques	  with	  colloids	  to	  sperm	  conservation	  process,	  specifically	  in	  the	  freeze-­‐test,	   could	   help	   to	   optimize	   the	   equine	   sperm	   cryopreservation	   protocols,	  especially	   when	   dealing	   with	   individuals	   or	   breeds	   which	   initially	   low	   sperm	  quality	  prevents	  or	  limits	  their	  inclusion	  in	  sperm	  cryopreservation	  programs.	  	  The	   present	   investigation	   “Optimization	   of	   the	   equine	   sperm	   processing	  techniques	  to	  seminal	  conservation	  processes”	  leaded	  to	  the	  following	  conclusions:	  	  
Ø 1.	   It	   is	   possible	   to	   incorporate	   single	   layer	   and	   or	   high	   colloidal	  centrifugation	   volume	   protocols	   without	   negatively	   affecting	   sperm	  selection,	  what	  would	  make	  them	  simple,	  economic	  and	  clinically	  workable	  for	  the	  equine	  sperm	  processing	  procedure.	  	  
Ø 2.	   DNA	   fragmentation	   dynamics	   occurs	   slower	   and	  was	   less	   intense	   after	  fresh	   sperm	   colloidal	   centrifugation	   compared	   to	   non-­‐processed	   fresh	  sperm	  and	  fresh	  sperm	  processed	  with	  simple	  centrifugation.	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Ø 3.	   Colloidal	   centrifugation	   prior	   to	   cryopreservation	   allows	   obtaining	  thawed	  sperm	  samples	  with	  higher	  DNA	  integrity	  and	  maintaining	  a	  lower	  fragmentation	  index	  in	  time.	  	  
Ø 4.	  The	  dynamic	  assessment	  form	  of	  sperm	  DNA	  fragmentation	  can	  account	  for	   the	   latent	  expression	  of	  chromatin	  damage	  that	   is	  not	  always	  detected	  immediately	  after	  ejaculation	  or	  semen	  processing.	  	  
Ø 5.	   The	   commercial	   freezing	   extender	   InraFreeze™	   presents	   a	   slower	  DNA	  fragmentation	   dynamics	   than	   BotuCrio™	   and	   Gent™	   freezing	   extenders.	  BotuCrio™	   freezing	   extender	   maintains	   better	   sperm	   motility	  characteristics	  than	  InraFreeze™	  and	  Lactose-­‐EDTA	  extenders.	  	  	  
Ø 6.	  The	  Purebred	  Spanish	  Horse	  can	  be	  considered	  a	  low	  sperm	  quality	  bred,	  in	   relation	   to	   the	  high	  percentage	   of	   animal	  which	  progressive	  motility	   is	  lower	  than	  50%.	  	  	  
Ø 7.	   When	   including	   colloidal	   centrifugation	   in	   a	   Clinical	   Freeze-­‐Test,	   the	  protocol	  that	  incorporates	  10ml	  of	  extended	  sperm	  over	  10ml	  of	  the	  colloid	  was	  more	  effective	  than	  the	  protocol	  that	   includes	  5ml	  of	  raw	  sperm	  over	  5ml	  of	  colloid.	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Ø 8.	   Colloidal	   centrifugation	   allows	   obtaining,	   from	   worse	   fresh	   quality	  ejaculates,	   thawed	  sperm	  doses	  with	  similar	  sperm	  quality	  to	  that	  of	  good	  quality	  ejaculates.	  	  
Ø 9.	   The	   clinical	   incorporation	   of	   colloidal	   centrifugation	   in	   the	   Freeze-­‐Test	  increases	   the	   efficiency	   of	   the	   freezing	   technique,	   as	   the	   number	   of	  ejaculates	  and/or	  stallions	  suitable	  for	  cryopreservation	  are	  raised.	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  CAPÍTULO	  2:	  INTRODUCCIÓN	  
	  
	   a	  recolección	  y	  conservación	  de	  gametos	  y	  embriones	  mediante	  el	  uso	   de	   las	   modernas	   tecnologías	   reproductivas	   permite	   un	   uso	  más	   racional	   del	  material	   genético	   de	   una	   especie,	   facilitando	   la	  multiplicación	  del	  número	  de	  ejemplares	  de	  alto	  valor	  genético	  y	  disminuyendo	  los	  niveles	  de	  consanguinidad.	  	   El	  gran	  desarrollo	  de	  la	  inseminación	  artificial	  ha	  incrementado	  el	  interés	   de	   investigadores	   y	   clínicos	   por	   las	   técnicas	   de	   procesamiento	   de	  semen,	   poniendo	   de	   manifiesto	   la	   necesidad	   de	   desarrollar	   técnicas	   que	  minimicen	   el	   daño	   espermático	   a	   la	   vez	   que	   maximicen	   su	   viabilidad,	  supervivencia	  y	  fertilidad	  (Loomis,	  2006).	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
L	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1.	   Criopreservación	   de	   Semen	   Equino,	   Variabilidad	   Individual	   y	   Prueba	   de	  
Congelación	  El	   primer	   artículo	   sobre	   congelación	   de	   semen	   equino	   fue	   publicado	   por	  Smith	   y	   Polge	   en	   1950	   quienes	   lograron	   una	   supervivencia	   del	   25%	   de	   los	  espermatozoides	  que	  congelaron	  a	  -­‐79°C	  en	  una	  solución	  con	  glucosa	  y	  glicerol	  y	  unos	   años	   más	   tarde	   se	   describió	   el	   nacimiento	   del	   primer	   potro	   con	   semen	  congelado	  (Barker	  y	  Gandier,	  1957).	  	  Desde	  entonces	   se	  ha	   investigado	  mucho	  en	  esta	   tecnología	  y	  hoy	  en	  día	  el	  uso	  de	   semen	   criopreservado	  equino	  es	   cada	  vez	  más	   frecuente	  por	   las	   ventajas	  que	   supone,	   aunque	   existe	   aún	   gran	   variabilidad	   en	   cuanto	   a	   su	   calidad	   en	   el	  mercado	   y	   los	   resultados	   obtenidos	   con	   él,	   debido	   a	   una	   falta	   completa	   de	  estandarización	   en	   la	  metodología	   de	   procesado	   e	   inseminación	   así	   como	   en	   los	  criterios	   y	   métodos	   estándar	   de	   evaluación	   de	   la	   calidad	   seminal	   pre	   y	  postdescongelación	  (Samper	  y	  Morris,	  1998;	  Metcalf,	  2007;	  Sieme	  y	  col.,	  2008).	  	  	  Sin	  duda	  uno	  de	   los	   factores	  más	   implicados	   en	   frenar	   el	   desarrollo	   a	   gran	  escala	   de	   esta	   tecnología	   y	   su	   estandarización	   es	   la	   variabilidad	   individual	  existente	  entre	  los	  sementales	  (Samper	  y	  Morris,	  1998;	  Loomis,	  2001;	  Sieme	  y	  col.,	  2008,	  Loomis	  y	  Graham,	  2008;	  Mari	  y	  col.,	  2011),	  que	  se	  debe	  en	  gran	  medida	  al	  tipo	  de	  selección	  al	  que	  han	  sido	  sometidos,	  basada	  principalmente	  en	  términos	  de	  genealogía,	  rendimiento	  atlético	  o	  morfología,	  más	  que	  de	  eficiencia	  reproductiva	  (Varner	  y	  col.,	  2008;	  Mari	  y	  col.,	  2011).	  Por	  ello	   la	  clínica	  reproductiva	  equina	  es	  más	  cercana	  a	  la	  humana	  que	  la	  clínica	  reproductiva	  de	  otras	  especies	  animales.	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En	  1987,	  Amann	  y	  Pickett	  postularon	  que	  era	  poco	  realista	  asumir	  que	  todos	  los	   eyaculados	   de	   todos	   los	   sementales	   debían	   ser	   congelados	   con	   el	   mismo	  protocolo,	  pareciendo	  más	  sencillo	  optimizar	  los	  diluyentes	  y	  tasas	  de	  congelación	  y	  descongelación	  para	  cada	  individuo.	  Hoy	  en	  día	  muchos	  laboratorios	  comerciales	  de	   congelación	   de	   semen	   equino	   han	   adaptado	   un	   mecanismo	   denominado	  “Prueba	  de	  Congelación”	  para	  evaluar	  cada	  nuevo	  semental	  a	   la	  hora	  de	   incluirlo	  en	  un	  proceso	  de	  criopreservación	  seminal	  (Loomis	  y	  Graham,	  2008).	  A	  través	  de	  este	  procedimiento,	  uno	  o	  varios	  eyaculados	  son	  divididos	  y	  procesados	  utilizando	  varios	  protocolos	  (incluyendo	  por	  lo	  menos	  varios	  diluyentes	  de	  congelación)	  con	  el	  objetivo	  de	  determinar	  con	  cuál	  de	  ellos	  el	   semental	  puede	  producir	  muestras	  postdescongelación	   de	   calidad	   aceptable,	   maximizando	   así	   los	   resultados	  obtenidos	  individualmente.	  Incrementar	  el	  número	  de	  sementales	  que	  pueden	  ser	  utilizados	  con	  éxito	  en	  la	  criopreservación	  de	  su	  semen	  se	  ha	  convertido	  en	  uno	  de	  los	  objetivos	  de	  la	  industria	  reproductiva	  equina	  (Loomis	  y	  Graham,	  2008).	  	  	  Internacionalmente	   se	   considera	   un	   semental	   “apto	   para	   congelación”	   si	  presenta	  unos	  valores	  de	  motilidad	  progresiva	  ≥50-­‐60%	  en	   semen	   fresco	  y	  ≥30-­‐35%	   en	   postdescongelación	   (Vidament	   y	   col.,	   1997;	   Samper	   y	   Morris,	   1998;	  Loomis	  y	  Graham,	  2008).	  	  A	   menudo	   la	   “Prueba	   de	   Congelación”	   necesita	   ser	   ejecutada	   en	   varios	  eyaculados	   antes	   de	   elegir	   aquel	   que	   optimiza	   los	   resultados	   obtenidos,	   lo	   que	  supone	   un	   desembolso	   grande	   de	   tiempo	   y	   dinero	   para	   el	   propietario	   y	   un	   alto	  coste	   para	   el	   laboratorio	   de	   congelación.	   Sin	   embargo,	   es	   evidente	   el	   efecto	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beneficioso	   que	   este	   procedimiento	   tiene	   sobre	   el	   número	   de	   sementales	  aceptados	   como	   aptos	   para	   la	   criopreservación	   seminal	   y	   son	   varios	   autores	   los	  que	   han	   relatado	   su	   eficacia	   en	   este	   sentido	   (Loomis,	   1999;	   Vidament,	   2005;	  Loomis	  y	  Graham,	  2008).	  	  	  También	  se	  han	  establecido	  diferencias	  en	  cuanto	  a	  la	  calidad	  seminal	  entre	  razas	   (Alvarenga	   y	   col.,	   2003),	   siendo	   el	   caballo	  de	  Pura	  Raza	  Española	   (PRE)	  un	  modelo	   de	   raza	   de	   mala	   calidad	   seminal	   (Benito	   y	   col.,	   2003).	   Debido	   a	   ello,	  contamos	   con	   un	   número	   limitado	   de	   ejemplares	   PRE	   que	   superen	   el	   50%	   de	  motilidad	   progresiva	   necesario	   para	   que	   el	   procesado	   de	   congelación-­‐descongelación	  dé	  resultados	  satisfactorios	  (Loomis	  y	  Graham,	  2008).	  	  	  Estudios	   en	   otras	   razas	   de	   caballos	   demuestran	   que	   sólo	   el	   20-­‐30%	  de	   los	  sementales	   producen	   un	   semen	   con	   buena	   capacidad	   de	   congelación,	   “buenos	  
congeladores”,	  otro	  40-­‐60%	  aproximadamente	  con	  capacidad	  aceptable	  (aunque	  se	  ve	  afectado	  negativamente	  por	  la	  criopreservación)	  y	  otro	  20-­‐30%	  de	  sementales	  producen	  semen	  que	  no	  es	  congelable	  en	  absoluto,	   “malos	  congeladores”,	  aunque	  se	  trate	  de	  animales	  con	  buenos	  índices	  de	  fertilidad	  en	  monta	  natural	  (Tischner,	  1979;	  Brinsko,	  2000;	  Loomis	  y	  Graham,	  2008).	  En	  el	  caso	  del	  caballo	  PRE	  partimos	  de	  una	  población	  sesgada	  ya	  que,	  debido	  a	  su	  mala	  calidad	  seminal	  en	  fresco,	  casi	  a	  la	  mitad	  de	  los	  ejemplares	  ni	  siquiera	  se	  les	  puede	  procesar	  su	  semen;	  por	  lo	  que	  nos	  encontramos	  que	  sólo	  un	  15	  %	  de	  los	  sementales	  PRE	  ofrece	  a	  la	  venta	  dosis	  seminales	  de	  calidad	  aceptable.	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2.	  Mecanismos	  de	  Criolesión	  en	  el	  Semen	  Equino	  La	  calidad	  del	  semen	  congelado-­‐descongelado	  depende	  de	  la	  capacidad	  de	  los	  espermatozoides	   de	   aguantar	   estos	   procedimientos	   sin	   perder	   sus	   funciones	  principales	  (Sieme	  y	  col.,	  2008).	  La	  pérdida	  de	  una	  sola	  de	  estas	  funciones	  podría	  reducir	  o	  	  suprimir	  totalmente	  la	  fertilidad	  del	  espermatozoide	  (Amann	  y	  Pickett,	  1987).	   Durante	   los	   procesos	   de	   criopreservación	   se	   producen	   daños	   letales	   y	  subletales	  en	  los	  espermatozoides	  similares	  a	  la	  apoptosis	  (Watson,	  2000;	  Ortega-­‐Ferrusola	  y	  col.,	  2008;	  Sieme	  y	  col.,	  2008)	  que	  afectan	  a	  la	  viabilidad	  e	  integridad	  de	   los	   espermatozoides	   y	   por	   tanto	   a	   su	   vida	   media	   y	   capacidad	   fecundante	  (Graham,	  1996;	  Heitland	  y	  col.,	  1996;	  Ortega-­‐Ferrusola	  y	  col.,	  2008).	  	  	  Los	  daños	  sufridos	  durante	  la	  criopreservación	  seminal	  han	  sido	  clasificados	  por	  varios	  autores	  según	  su	  origen	  en	  daños	  debidos	  a	  los	  cambios	  de	  temperatura	  (estrés	   térmico),	   de	   osmoloridad	   (estrés	   osmótico)	   o	   a	   la	   acción	   de	   agentes	  oxidantes	  (estrés	  oxidativo),	  si	  bien	  todos	  ellos	  están	  interconexionados.	  	  	  
2.1	  Estrés	  Osmótico	  Hasta	   hace	   unos	   años	   la	   hipótesis	   aceptada	   entre	   especialistas	   en	  reproducción	   postulaba	   que	   la	   muerte	   de	   las	   células	   espermáticas	   durante	   la	  congelación	   era	   resultado	   de	   la	   formación	   de	   cristales	   intracelulares	   si	   el	  enfriamiento	   era	   muy	   rápido	   o	   a	   la	   exposición	   prolongada	   a	   una	   ambiente	  hiperosmótico	  que	  las	  deshidrataba	  si	  el	  enfriamiento	  era	  muy	  lento.	  Sin	  embargo,	  técnicas	  avanzadas	  de	  evaluación	  han	  demostrado	  que	  no	  se	  produce	  formación	  de	  cristales	   intracelulares	  en	   los	  espermatozoides	  equinos	  ni	  humanos	  con	   las	   tasas	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de	   congelación	   actualmente	   utilizadas,	   por	   lo	   que	   la	   principal	   fuente	   de	   daño	  durante	  la	  criopreservación	  parece	  venir	  del	  estrés	  físico-­‐osmótico	  resultado	  de	  la	  formación	   de	   cristales	   extracelulares	   (Morris,	   2006;	   Morris	   y	   col.,	   2007;	   Peña	   y	  col.,	  2011)	  que	  exponen	  a	  los	  espermatozoides	  a	  un	  medio	  hiperosmótico	  de	  forma	  creciente	   (Sieme	  y	   col.,	   2008)	  que	  provoca	  una	  pérdida	  de	  agua	   intracelular	  que	  hacen	   que	   las	   células	   disminuyan	   su	   volumen	   hasta	   que	   se	   igualan	   las	  concentraciones	   del	   medio	   extra	   e	   intracelular	   (Mazur,	   1984).	   En	   la	  descongelación	   ocurre	   el	   fenómeno	   inverso	   puesto	   que	   el	   medio	   extracelular	  recupera	  su	  osmolaridad	  inicial	  haciendo	  que	  los	  espermatozoides	  estén	  expuestos	  a	  un	  ambiente	  hipoosmótico	  que	  determina	  una	  entrada	  de	  agua	  al	  interior	  de	  las	  células	  incrementando	  su	  volumen	  (Sieme	  y	  col.,	  2008).	  	  	  Este	   doble	   estrés	   osmótico	   puede	   provocar	   un	   daño	   potencial	   en	   la	  membrana	   plasmática	   (Pommer	   y	   col.,	   2002),	   en	   el	   citoesqueleto	   (Correa	   y	   col.,	  2007;	  Gutiérrez-­‐Pérez	  y	  col.,	  2011)	  o	  en	  las	  mitocondrias	  (Pommer	  y	  col.,	  2002)	  si	  se	  supera	  el	  rango	  de	  tolerancia	  a	  estos	  cambios	  de	  volumen,	  “Tolerancia	  Osmótica	  Espermática”,	  que	  en	  el	  espermatozoides	  equino	  se	  ha	  determinado	  entre	  los	  450	  y	  los	  1500mOsm/Kg	  (Peña	  y	  col.,	  2011).	  	  	  
2.2	  Estrés	  Térmico	  Debido	  a	  los	  cambios	  bruscos	  de	  temperatura	  producidos	  durante	  el	  proceso	  de	  criopreservación	  se	  producen	  alteraciones	  en	  las	  propiedades	  termodinámicas	  y	  estructurales	  de	  los	  espermatozoides	  que	  afectan	  a	  su	  viabilidad	  (Chakrabarty	  y	  col.,	  2007),	  afectándose	  principalmente	  la	  membrana	  plasmática	  y	  acrosomal.	  Los	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lípidos	  de	  membrana	  sufren	  una	  transición	  de	  estado	  líquido	  a	  fase	  gel	  alterándose	  su	   organización	   (Hammerstedt	   y	   col.,	   1990;	   Holt	   y	   North,	   1991)	   y	   por	   tanto	   su	  integridad	   y	   funcionalidad	   (Parks	   y	   Graham,	   1992;	   Macías	   García	   y	   col.,	   2011a,	  2011b).	  Además,	  se	  producen	  alteraciones	  en	  la	  distribución	  y	  funcionalidad	  de	  las	  proteínas	   de	   membrana	   (Bailey	   y	   Buhr,	   1994)	   y	   en	   el	   citoesqueleto	   (Watson,	  2000).	  	  La	  composición	  lipídica	  de	  la	  membrana	  plasmática	  de	  los	  espermatozoides,	  está	  correlacionada	  con	  la	  tolerancia	  al	  estrés	  por	  frío	  (Macías	  García	  y	  col.,	  2011a)	  y	   al	   grado	   de	   peroxidación	   lipídica	   (Aitken,	   1995).	   Se	   ha	   evidenciado	   que	   la	  membrana	   plasmática	   de	   los	   espermatozoides	   equinos	   descongelados	   es	   menos	  fluida	  y	  más	  rígida	  que	  la	  de	  los	  espermatozoides	  frescos	  (Peña	  y	  col.,	  2004).	  	  
2.3	  Estrés	  Oxidativo	  	  Durante	   el	  metabolismo	  oxidativo	   fisiológico	  de	   las	   células	   espermáticas	   se	  producen	   especies	   reactivas	   de	   oxígeno	   o	   “radicales	   libres”	   (EROs)	   que	  desempeñan	  un	  papel	  importante	  en	  la	  funcionalidad	  espermática	  de	  capacitación,	  reacción	  acrosómica	  y	  en	  el	  mantenimiento	  de	  la	  capacidad	  fecundante	  entre	  otros	  (Agarwal	  y	  col.,	  2008;	  Desai	  y	  col.,	  2009).	  El	  problema	  se	  desencadena	  cuando	  se	  produce	   un	   desequilibrio	   en	   la	   producción	   o	   degradación	   de	   estas	   sustancias,	   lo	  que	  da	   lugar	  a	   la	  producción	  de	  efectos	  adversos	   sobre	   los	  espermatozoides	  que	  afectan	   a	   la	   membrana	   plasmática,	   el	   ADN	   o	   parámetros	   espermáticos	   como	   la	  motilidad	  (Baumber	  y	  col.,	  2000,	  2002,	  2003;	  Aziz	  y	  col.,	  2004).	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Los	  espermatozoides	  equinos	  dañados	  o	   anormales	  que	   forman	  parte	  de	   la	  población	   heterogénea	   tras	   la	   descongelación	   generan	   mayor	   cantidad	   de	   EROs	  que	   los	   vivos	   o	   normales	   (Ball	   y	   col.,	   2001)	   afectando	   negativamente	   a	   estos	  (Baumber	  y	  col.,	  2002,	  2003;	  Peña	  y	  col.,	  2011).	  	  
2.4	  Apoptosis	  La	  apoptosis	  es	  un	  proceso	  de	  muerte	  celular	  programada	  desencadenado	  a	  través	   de	   la	   vía	   extrínseca,	   iniciada	   por	   receptores	   de	   la	   familia	   del	   Factor	   de	  Necrosis	   Tumoral,	   o	   la	   vía	   intrínseca,	   activada	   en	   células	   que	   presentan	  alteraciones	   en	   su	   homeostasis	   resultado	   de	   un	   estrés	   térmico,	   hipoxia,	   EROs…	  (Youle	  	  y	  Strasser,	  2008)	  y	  no	  sólo	  es	  un	  fenómeno	  patológico	  sino	  un	  mecanismo	  fisiológico	   para	   eliminar	   los	   espermatozoides	   del	   tracto	   reproductivo	   de	   la	  hembra.	  	  	  Los	  procesos	  de	  congelación	  y	  descongelación	  inducen	  fenómenos	  similares	  a	  la	   apoptosis	   tanto	   a	   través	   de	   la	   vía	   intrínseca	   de	   la	   apoptosis	   como	   extrínseca	  (Peña	  y	  col.,	  2011).	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3.	  Evaluación	  	  Seminal	  Los	   verdaderos	   indicadores	   de	   la	   fertilidad	   del	   semental	   son	   las	   tasas	   de	  gestación	   y	   natalidad,	   pero	   ambos	   son	   retrospectivos	   y	   están	   influenciados	   por	  factores	   independientes	   de	   la	   fertilidad	   del	   caballo	   como	   son	   la	   fertilidad	   de	   la	  hembra	   y	   el	   manejo	   reproductivo	   (Colebrander	   y	   col.,	   2003;	   Samper	   y	   Estrada,	  2007).	  Por	  tanto,	  es	  importante	  tener	  en	  cuenta	  que	  la	  fiabilidad	  de	  la	  evaluación	  seminal	   como	   indicador	  de	   la	   fertilidad	  de	  un	   semental	  no	  es	   absoluta.	  Una	  baja	  calidad	   suele	   ser	   un	   buen	   indicador	   de	   subfertilidad,	   sin	   embargo,	   una	   buena	  calidad	   de	   semen	   no	   es	   garantía	   aceptable	   de	   fertilidad	   (Colenbrander	   y	   col.,	  2003).	  Ningún	  parámetro	  del	  análisis	  seminal	  rutinario	  explica	  más	  del	  30%	  de	  la	  fertilidad	  de	  dicho	  semen	  (Quintero-­‐Montero	  y	  col.,	  2003)	  ya	  que	  en	  cada	  análisis	  sólo	  un	  pequeño	  número	  de	  espermatozoides,	  y	  sólo	  parte	  de	  las	  estructuras	  que	  lo	  componen,	  son	  evaluadas.	  Por	  todo	  ello,	  son	  numerosos	  los	  autores	  que	  resaltan	  la	  importancia	  de	  evaluar	  y	  combinar	  múltiples	  parámetros	  espermáticos	  a	  la	  hora	  de	  evaluar	  una	  muestra	  seminal	  (Wilhelm	  y	  col.,	  1996a;	  Colenbrander	  y	  col.,	  2003;	  Kirk	  y	  col.,	  2005;	  Samper	  y	  Estrada,	  2007).	  	  
3.1	  Evaluación	  del	  Volumen	  Espermático	  	  El	   volumen	   obtenido	   se	   evalúa	   tras	   la	   recolección	   utilizando	   el	   mismo	  recipiente	  utilizado	  en	  la	  recogida	  (que	  consta	  de	  un	  filtro	  que	  permita	  eliminar	  la	  fracción	  gel	  y	  la	  mayor	  parte	  de	  la	  suciedad)	  o	  bien	  tras	  filtrarlo	  y	  transferirlo	  a	  un	  recipiente	  escalado	  y	  atemperado	  (Pickett	  y	  Amann,	  1993;	  Squires	  y	  col.,	  1999).	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El	  volumen	  medio	  obtenido	  ronda	  entre	  los	  60-­‐100ml	  (Hafez	  y	  Hafez,	  2002),	  aunque	  pueden	  obtenerse	  volúmenes	   tan	  dispares	  entre	   los	   sementales	  de	  entre	  10ml	  a	  más	  de	  250ml.	   Son	  varios	   los	   factores	  que	  pueden	  afectar	  el	   volumen	  de	  semen	  obtenido	  en	  un	  semental	  como	  el	  individuo,	  la	  raza,	  la	  edad,	  la	  frecuencia	  de	  recogida,	   el	   nivel	   de	   estimulación	   o	   la	   época	   del	   año	   (Pickett	   y	   col.,	   1970;	  Thompson	   y	   col.,	   1977;	   Blanchard	   y	   col.,	   1998;	   Miró	   y	   Ocaña,	   2006;	   Samper	   y	  Estrada,	  2007;	  Squires,	  2011).	  El	  volumen	  de	  gel	  obtenido	  también	  es	  variable,	  de	  no	  presentarse	  a	  estar	  en	  un	  volumen	  bastante	  elevado.	  	  
3.2 	  Evaluación	  del	  Color	  y	  Aspecto	  del	  Eyaculado	  	  La	   inspección	   visual	   del	   semen	   tras	   su	   recolección	   y	   filtrado	   es	   un	   paso	  importante	   para	   evaluar	   el	   color	   y	   apreciar	   la	   posible	   existencia	   de	  anormalidades/contaminaciones.	  	  	  El	   color	   normal	   del	   semen	   varía	   de	   blanquecino	   a	   blanco	   grisáceo-­‐crema	  según	  la	  concentración	  espermática	  pudiendo	  aparecer	  colores	  u	  olores	  anormales	  que	  suelen	  ser	   indicativos	  de	  problemas	  (Samper	  y	  Estrada,	  2007;	  Brinsko	  y	  col.,	  2011).	  	  	  
3.3	  Evaluación	  de	  la	  Concentración	  Espermática	  Los	  valores	  de	  concentración	  espermática	  media	  fluctúan	  entre	  los	  150-­‐300	  millones/ml	  con	  un	  rango	  de	  variación	  muy	  amplio	  (50-­‐800	  millones/ml)	  (Hafez	  y	  Hafez,	   2002).	   Está	   afectada	   por	   la	   producción	   espermática	   y	   por	   la	   cantidad	   de	  plasma	  seminal	  en	  el	  eyaculado.	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3.3.1	  Métodos	  de	  Evaluación	  de	  la	  Concentración	  Espermática:	  	  
3.3.1.1	  Cámara	  de	  Contaje	  o	  Hemocitómetro	  Es	  un	  método	  directo	  de	  contaje	  de	  células	  y	  aunque	  consume	  mucho	  tiempo,	  se	  considera	  uno	  de	  los	  métodos	  más	  exactos.	  Existen	  diversos	  modelos	  de	  cámara	  y	   cada	   una	   presenta	   sus	   propias	   instrucciones	   detalladas,	   aunque	   en	   términos	  generales	   una	   fórmula	  matemática	   que	   tiene	   en	   cuenta	   la	   dilución	   realizada	   y	   la	  profundidad,	  superficie	  y	  número	  de	  cuadros	  de	  la	  cuadrícula	  observados	  nos	  da	  la	  concentración	  de	   la	  muestra	  (Samper	  y	  Estrada,	  2007).	  Para	  semen	  equino	  se	  ha	  descrito	   el	   uso	   de	   la	   cámara	   de	  Neubauer	   (Vanderwall,	   2008)	   y	   el	   de	   la	   cámara	  Bürker	  (Kuisma	  y	  col.,	  2006).	  
	  
3.3.1.2	  Densímetro	  o	  Espectofotómetro	  Calibrado	  para	  Semen	  Equino	  El	  funcionamiento	  básico	  de	  este	  tipo	  de	  sistemas	  consiste	  en	  hacer	  pasar	  un	  haz	   de	   luz	   a	   través	   de	   la	   muestra	  midiendo	   la	   cantidad	   de	   luz	   que	   es	   capaz	   de	  atravesar	   (transmitancia)	   o	   que	   queda	   retenida	   (absorvancia),	   convirtiendo	   este	  valor	  de	  densidad	  óptica	  en	  un	  valor	  de	  concentración	  espermática,	  contrastándolo	  con	   una	   recta	   patrón	   realizada	   previamente	   con	   diluciones	   de	   semen	   de	  concentración	  conocida	  (Squires	  y	  col.,	  1999;	  Samper	  y	  Estrada,	  2007).	  La	  ventaja	  principal	  es	  que	  permite	  ahorrar	   tiempo	  y	  aunque	  es	  una	  valoración	   indirecta	  es	  bastante	   objetiva	   y	   exacta	   (Blanchard	   y	   col.,	   1998)	   si	   la	   concentración	   no	   es	  demasiado	  alta	  o	  baja	  (100-­‐300x106	  espermatozoides/ml)	  y	  si	  no	  existen	  detritus,	  sangre,	   material	   purulento	   o	   células	   germinales.	   El	   coeficiente	   de	   variación	   es	  menor	  que	  en	  las	  cámaras	  (Brinsko	  y	  col.,	  2011).	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3.3.1.3	  Contadores	  Celulares	  Electrónicos	  El	  uso	  de	  contadores	  celulares	  electrónicos	  como	  el	  Núcleo	  Counter	  SP-­‐100®	  permite	   obtener	   resultados	   más	   exactos	   y	   repetibles	   que	   los	   obtenidos	   con	   la	  fotometría	  sin	  existir	  además	  interferencias	  por	  la	  presencia	  de	  detritus	  o	  material	  contaminante	  (Hansen	  y	  col.,	  2006;	  Brinsko	  y	  col.,	  2011).	  Se	  basa	  en	  la	  utilización	  de	   un	   fluorocromo	   de	   ADN	   (Yoduro	   de	   Propidio)	   que	   penetrará	   en	   las	   células	  espermáticas	   previamente	   lisadas	   por	   el	   reactivo	   (S100	   en	   el	   caso	   del	   Núcleo	  Counter	  SP-­‐100®)	  para	  su	  posterior	  contaje	  por	  fluorocromometría.	  	  	  
	  3.3.1.4	  Análisis	  Espermático	  Asistido	  por	  Ordenador	  (CASA:	  Computer	  Assisted	  
Sperm	  Analysis)	  	  En	  este	  caso	   la	  determinación	  de	   la	  concentración	  se	  realiza	  a	   través	  de	  un	  software	   informático	   conectado	   a	   un	   microscopio.	   Se	   recomienda	   el	   uso	   de	  cámaras	  con	  volúmenes	  fijados	  que	  permiten	  el	  contaje	  de	  una	  muestra	  monocapa	  de	   espermatozoides,	   lo	   que	   permite	   determinar	   la	   concentración	   por	   unidad	   de	  volumen,	  y	  aunque	  la	  distribución	  de	  partículas	  por	  la	  cámara	  no	  es	  uniforme,	  este	  efecto	   se	   corrige	   a	   través	   de	   fórmulas	   matemáticas	   (Douglas-­‐Hamilton	   y	   col.,	  2005).	  
	  
3.4	  Evaluación	  de	  la	  Motilidad	  Espermática	  Es	  el	  parámetro	  más	  utilizado	  para	  valorar	  la	  calidad	  del	  semen	  debido	  a	  su	  simplicidad	   y	   bajo	   coste.	   El	   porcentaje	   de	   espermatozoides	   con	   motilidad	  progresiva	   (MP)	   por	   eyaculado	   se	   ha	   asociado	   a	   la	   fertilidad	   y	   se	   considera	   un	  parámetro	  fundamental	  para	  la	   	  determinación	  de	  la	  capacidad	  fertilizante	  de	  los	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espermatozoides	   (Varner,	   2008)	   a	   pesar	   de	   que	   no	   se	   ha	   correlacionado	  directamente	  con	  la	  fertilidad	  real	  (Jasko	  y	  col.,	  1992;	  Malgrem,	  1997;	  Katila,	  2001;	  Varner,	  2008).	  	  En	  caballos	  hay	  que	  tener	  en	  cuenta	  que	  en	  un	  50%	  de	  los	  casos	  y	  de	  forma	  fisiológica	   la	   inserción	   del	   flagelo	   en	   la	   cabeza	   es	   abaxial	   (Dott,	   1975),	   lo	   que	  determina	   que	   el	   patrón	   de	  movilidad	   progresiva	   no	   sea	   tan	   rectilíneo	   como	   en	  otras	  especies	  (Kenney	  y	  col.,	  1983).	  	  
3.4.1 Métodos	  de	  Evaluación	  de	  la	  Motilidad	  Espermática:	  
3.4.1.1	  Evaluación	  Subjetiva	  Bajo	  Microscopio	  (Evaluación	  Visual)	  Es	   la	   evaluación	   rutinaria	   aunque	   no	   es	   muy	   precisa	   ni	   exacta	   y	   está	  altamente	   influenciada	   por	   las	   condiciones	   ambientales	   (temperatura,	   luz,	  desinfectantes,	   osmolaridad/pH	   del	   diluyente,	   suciedad…)	   y	   la	   experiencia	   del	  técnico	   encargado	   (Davis	   y	   Katz,	   1993;	   Katila,	   2001).	   Ello	   hace	   que	   sea	   muy	  importante	   que	   la	   técnica	   sea	   correcta	   y	   que	   se	   optimicen	   y	   estandaricen	   las	  condiciones	   ambientales	   (Katila,	   2001;	   Varner,	   2008).	   Cambios	   en	   temperatura	  pueden	   dar	   lugar	   a	   descensos	   en	   la	   motilidad	   y	   una	   evaluación	   errónea	   de	   la	  misma,	  por	  lo	  que	  las	  muestras	  y	  todo	  el	  material	  en	  contacto	  con	  el	  semen	  debe	  permanecer	  a	  esta	  temperatura	  de	  37-­‐39°C	  mediante	  la	  utilización	  de	  baños	  maría	  y	  pletinas	  calentables.	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El	  semen	  debe	  diluirse	  (25-­‐50	  millones/ml)	  previamente	  a	  su	  observación	  con	  un	  diluyente	  atemperado	  que	  no	  altere	  la	  motilidad,	  para	  evitar	  la	  aglutinación	  o	   la	   adhesión	   del	   semen	   al	   cubreobjetos	   (Katila,	   2001;	   Samper	   y	   Estrada,	   2007;	  Varner,	  2008),	  se	  utiliza	  una	  gota	  de	  entre	  5-­‐10µl	  (Samper	  y	  Estrada,	  2007)	  sobre	  un	  porta	  cubierto	  con	  un	  cubreobjetos	  (ambos	  precalentados)	  y	  se	  observan	  varios	  campos	  de	  la	  muestra,	  evitándose	  los	  bordes	  de	  la	  misma	  que	  están	  más	  expuestos	  al	  aire	  (Katila,	  2001).	  Se	  estima	  la	  motilidad	  total	  y	  progresiva	  	  y	  adicionalmente	  se	  puede	  realizar	  una	  estimación	  de	  la	  velocidad	  o	  vigor	  espermático	  con	  una	  escala	  arbitraria	  de	  0-­‐4,	  donde	  0	  es	  estacionaria	  y	  4	  rápida	  (Varner,	  2008).	  
	  
3.4.1.2	  Evaluación	  Objetiva	  mediante	  Evaluación	  de	  la	  Movilidad	  Espermática	  	   Se	   basa	   en	   la	   determinación	   de	   la	   movilidad	   global	   de	   una	   muestra	   de	  semen	  y	  no	  la	  motilidad	  espermática	  (movimiento	  individual)	  a	  través	  del	  cambio	  en	   la	   absorbancia	   medida	   por	   fotometría	   que	   experimenta	   una	   solución	  (Accudenz®),	   tras	   incubación	   durante	   cinco	   minutos,	   con	   la	   muestra	   de	   semen	  sobre	   la	   misma,	   de	   modo	   que	   los	   espermatozoides	   mótiles	   la	   atravesarán	  incrementando	  su	  absorbancia	  (Froman,	  2007).	  Esta	  técnica	  ha	  sido	  validada	  para	  varias	  especies,	  entre	  ellas	  los	  caballos	  (Vizcarra	  y	  Ford,	  2006).	  
	  
3.4.1.3	  Evaluación	  Objetiva	  mediante	  Analizador	  de	  Calidad	  Espermática	  	   Se	   basa	   en	   la	   determinación	   de	   la	   motilidad	   total	   y	   progresiva	   de	   una	  muestra	  de	  semen	  a	  partir	  de	   las	  alteraciones	  que	  sufre	  un	  haz	  de	   luz	  al	  pasar	  a	  través	   de	   un	   capilar	   cargado	   con	   la	   muestra,	   convirtiendo	   dichas	   señales	   en	  porcentajes	  numéricos	  (Bartoov	  y	  col.,	  1981).	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  3.4.1.4	   Evaluación	   Objetiva	   mediante	   Análisis	   Espermático	   Asistido	   por	  
Ordenador	   o	   Sistema	   Computerizado	   CASA	   (Computer	   Assisten	   Sperm	  
Analysis)	  El	  Sistema	  Computerizado	  de	  Análisis	  de	  Semen	  (CASA)	  fue	  desarrollado	  en	  la	   Universidad	   de	   Pennsylvania	   por	   Liu	   y	  Warme	   en	   1977	   y	   perfeccionado	   por	  Amann	   y	   Hammerstedt	   en	   1980.	   Da	   mayor	   objetividad	   y	   seguridad	   en	   la	  evaluación,	   permitiendo	   la	   reducción	   de	   la	   variabilidad	   entre	   observadores	  (Varner,	  2008)	  y	  una	  evaluación	  más	  exacta	  de	  las	  características	  del	  movimiento	  individual	   de	   los	   espermatozoides	   (Jasko,	   1992;	   Verstegen	   y	   col.,	   2002).	   El	  problema	  es	  su	  mayor	  coste	  y	  la	  complicación	  de	  su	  uso	  (Varner,	  2008).	  	  	   Los	   sistemas	   computerizados	   se	   basan	   en	   la	   captura	   y	   digitalización	  sucesiva	   de	   imágenes	   a	   través	   de	   un	   microscopio	   de	   contrastes	   de	   fases	   de	   la	  trayectoria	   de	   cada	   espermatozoide	   para,	   posteriormente,	   interpretarse	   a	   través	  de	   un	   software	   y	   reflejarse	   en	   una	   serie	   de	   parámetros	   calculados	  matemáticamente	   y	   que	   representan	   las	   características	   de	   su	   movimiento	  (Verstegen	  y	   col.,	   2002).	  Es	  preciso	  determinar	   los	   ajustes	   técnicos	  del	   software,	  “set	   up”,	   a	   utilizar	   para	   la	   evaluación	  de	   semen,	   ya	   que	   se	   ha	   visto	   su	   influencia	  sobre	   los	   resultados	   obtenidos	   en	   varias	   especies,	   entre	   ellas	   los	   équidos	  (Rijsselaere	  y	   col.,	  2003;	  Loomis	  y	  Graham	  2008;	  Contri	  y	   col.,	  2010;	  Lenz	  y	   col.,	  2011)	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Los	   parámetros	   de	  motilidad	   determinados	   por	   la	  mayoría	   de	   los	   sistemas	  CASA	  son	  los	  siguientes:	  -­‐ Velocidad	   Promedio	   (VAP):	   velocidad	   de	   la	   trayectoria	   promedio	   del	  espermatozoide	  (mm/s).	  -­‐ Velocidad	  curvilínea	  (VCL):	  distancia	  recorrida	  por	  el	  espermatozoides	  a	   lo	  largo	  de	  su	  trayectoria	  real	  en	  función	  del	  tiempo	  (mm/s).	  -­‐ Velocidad	   rectilínea	   (VSL):	   velocidad	   del	   recorrido	   rectilíneo	   del	   punto	  inicial	  al	  final	  (mm/s).	  -­‐ Índice	  de	  linearidad	  (LIN):	  es	  el	  cociente	  entre	  la	  VSL	  y	  VCL	  (%).	  -­‐ Índice	  de	  rectitud	  (STR):	  es	  el	  cociente	  entre	  la	  VSL	  y	  VAP	  (%).	  -­‐ Índice	  de	  oscilación	  (WOB):	  es	  el	  cociente	  entre	  la	  VAP	  y	  VCL	  (%).	  -­‐ Amplitud	   de	   desplazamiento	   lateral	   de	   la	   cabeza	   (ALH):	   desplazamiento	  lateral	  de	  la	  cabeza	  de	  los	  espermatozoides	  mótiles	  (mm/s).	  -­‐ Frecuencia	   de	   batida	   (BCF):	   frecuencia	   de	   batida	   del	   flagelo	   de	   los	  espermatozoides	  mótiles	  (Hz).	  
Figura	  1.	  Representación	  esquemática	  de	  alguno	  de	  los	  parámetros	  evaluados	  por	  los	  Sistema	  CASA	  (Álvarez,	  2005).	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3.5	  Evaluación	  de	  la	  Morfología	  Espermática	  Aunque	   la	   correlación	   entre	   la	   morfología	   y	   la	   fertilidad	   no	   ha	   sido	  totalmente	  establecida	  (Blanchard	  y	  col.,	  1998),	  se	  ha	  descrito	  que	  los	  sementales	  fértiles	   tienen	   más	   del	   60%	   de	   espermatozoides	   morfológicamente	   normales	   y	  menos	   del	   5%	   de	   morfoanomalías	   del	   acrosoma	   y	   pieza	   intermedia	   (Samper	   y	  Estrada,	  2007)	  y	  que	  la	  fertilidad	  se	  compromete	  cuando	  los	  niveles	  de	  morfología	  normal	  caen	  por	  debajo	  del	  40%	  (Katila,	  2001).	  	  Tradicionalmente	   las	   anormalidades	   morfológicas	   espermáticas	   se	  clasificaban	  en	  primarias,	  secundarias	  y	  terciarias	  según	  su	  origen,	  de	  modo	  que	  las	  primeras	   se	   consideraban	  malformaciones	   de	   origen	   testicular	   (resultado	   de	   un	  defecto	  en	  la	  espermatogénesis),	  las	  secundarias	  de	  origen	  epididimiario	  (defecto	  en	   la	   maduración)	   y	   las	   terciarias	   de	   origen	   in	   vitro	   (defectos	   en	   el	   manejo)	  (Blanchard	   y	   col.,	   1998;	   Varner,	   2008).	   La	   tendencia	   actual	   es	   clasificar	   las	  morfoanomalías	  según	  su	   tipo	  (Figura	  2),	  puesto	  que	  el	  origen	  de	  muchos	  de	   los	  defectos	  es	  aún	  desconocido	  y	  otros	  pueden	  tener	  un	  origen	  múltiple	  (Blanchard	  y	  col.,	  1998;	  Varner,	  2008).	  Se	  sabe	  que	  determinados	  defectos	  morfológicos	  (gotas	  citoplasmáticas,	  colas	  dobladas…)	  tienen	  menor	  efecto	  sobre	  la	  fertilidad	  que	  otros	  (cabezas	   sueltas,	   formas	   anormales	   de	   la	   cabeza	   o	   pieza	   intermedia,	   colas	  enrolladas,	   células	   germinales	   prematuras…)	   (Love	   y	   col.,	   2000).	   Varner	   (2008)	  recomienda	   el	   contaje	   y	   clasificación	   según	   su	   tipo	   de	   al	   menos	   100	   células	  espermáticas.	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  Figura	   2	   (Varner,	   2008).	   Imágenes	   que	   reflejan	   las	   morfologías	   normales	   y	   anormales	   de	   los	  espermatozoides	   equinos	   vistos	   sobre	   preparaciones	   fijadas	   no	   teñidas	   en	   microscopio	   de	  contraste	  de	  fases:	  (A) Morfología	  espermática	  normal,	  en	  vistas	  dorsoventral	  (A1,A2)	  y	  lateral	  (A3).	  	  Piezas	  intermedias	  abaxiales	  (A1)	  se	  consideran	  morfológicamente	  normales.	  (B) Variaciones	  de	  la	  morfología	  anormal	  de	  la	  cabeza:	  Macrocefalia	  (cabeza	  grande)	  (B1),	  	  Microcefalia	  (cabeza	  pequeña)	  (B2),	  	  Vacuolas	  nucleares	  (o	  defecto	  cráter,	  considerado	  normal	  en	  nuestro	  laboratorio	  si	  se	  encontraban	  en	  pequeño	  número	  y	  de	  pequeño	  tamaño	  de	  forma	  aleatoria	  sobre	  la	  región	  acrosómica)	  (B3)	  Cabeza	  cónica	  (B4)	  Cabeza	  piriforme	  (B5)	  Cabeza	  constricta	  (B6)	  Cabeza	  degenerada	  (B7)	  (C) Defectos	  acrosómico	  en	  vista	  dorsoventral	  (C1,	  C2)	  y	  lateral	  (C3).	  Este	  defecto	  morfológica	  se	  denomina	  	  ‘‘acrosoma	  nudoso’’	  	  (D) Gotas	  Citoplasmáticas	  Proximal	  (D1)	  y	  Distal	  (D2,	  D3).	  	  (E) Anormalidades	  de	  la	  pieza	  intermedia,	  incluyendo	  aplasia	  segmental	  de	  la	  vaina	  mitocondrial	  (E1),	  pieza	   intermedia	   deteriorada	   por	   una	   distribución	   desigual	   de	   las	   mitocondrias	   (E2),	   vaina	  mitocondrial	   alargada	   (E3),	   piezas	   intermedias	   dobladas	   (E4,E5,E6),	   piezas	   intermedias/cabezas	  dobles	  (E7).	  (F) Cola	  doblada	  Envolviendo	  a	   la	  región	  media	  de	   la	  piezas	  principal	   (F1–F4)	  o	  con	  un	  doblamiento	  singular	  (F5)	  o	  proximal	  (F6)	  envolviendo	  a	  la	  pieza	  intermedia	  y	  principal.	  (G) Colas	  enrolladas,	  con	  la	  cola	  formando	  un	  círculo	  cerrado	  alrededor	  de	  la	  cabeza	  (G1)	  o	  con	  la	  cola	  enrollada	  no	  alrededor	  de	  la	  cabeza	  (G2,	  G3).	  (H) Espermatozoides	   fragmentados,	   incluyendo	   cabezas	   sueltas	   (H1)	   o	   fragmentadas	   a	   nivel	   del	  annulus	  (H2).	  La	  fragmentación	  puede	  ocurrir	  a	  otros	  niveles,	  como	  se	  observa	  en	  F4	  (I) Células	  germinales	  prematuras	  mono	  (I1)	  o	  multinucleadas	  (I2).	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Se	  asume	  que	   los	  espermatozoides	  morfológicamente	  anormales	  no	  afectan	  negativamente	   a	   los	   normales	   por	   lo	   que	   el	   porcentaje	   de	   espermatozoides	  morfológicamente	   normales	   parece	   aportar	   una	   mayor	   información	   sobre	   la	  fertilidad	   del	   semental	   que	   el	   porcentaje	   de	   espermatozoides	  morfológicamente	  anormales	  (Varner,	  2008).	  	  	  Existen	   una	   correlación	   positiva	   entre	   el	   porcentaje	   de	   espermatozoides	  morfológicamente	   normales	   y	   la	   motilidad	   espermática,	   de	   modo	   que	   los	  porcentajes	   de	   morfología	   normal	   y	   motilidad	   progresiva	   espermática	   de	   una	  muestra	  suelen	  ser	  similares	  (Varner,	  2008).	  
	  
3.5.1	  Métodos	  de	  Evaluación	  de	  la	  Morfología	  Espermática:	  
3.5.1.1	  Preparaciones	  Teñidas	  Fijadas	  en	  Portaobjetos	  	  Se	  pueden	  usar	  diferentes	  tinciones	  según	  el	  laboratorio	  como	  las	  tinciones	  espermáticas	   específicas	   de	   Williams	   (Williams,	   1950)	   o	   Cassarett	   (Cassarett,	  1953),	   tinciones	   celulares	   generales	   (Hematoxilina-­‐Eosina,	  Giemsa,	  Wright´s),	   así	  como	   las	   tinciones	   de	   fondo	   (Eosina-­‐Nigrosina…)	   (Barth	   y	   Oko,	   1989;	   Varner,	  2008).	   Las	   muestras	   teñidas	   serán	   observadas	   bajo	   microscopio	   óptico	  (magnificación	  1000x).	  De	  entre	  ellas	   la	  más	  usada	  por	  su	   facilidad	  de	  aplicación	  en	  semen	  animal	  es	  la	  tinción	  de	  Eosina-­‐Nigrosina	  que	  también	  es	  utilizada	  para	  la	  valoración	   de	   la	   viabilidad	   espermática.	   Para	   su	   utilización	   se	   debe	   incubar	   la	  muestra	  de	  semen	  a	  37°C	  durante	  cinco	  minutos	  y	  colocar	  10µl	  de	  la	  misma	  y	  10µl	  de	  la	  tinción	  sobre	  el	  extremo	  de	  un	  portaobjetos,	  homogenizando	  ambas	  gotas	  y	  realizando	  una	  extensión	  con	  el	  canto	  de	  otro	  porta	  (Samper	  y	  Estrada,	  2007).	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3.5.1.2	  Preparaciones	  Húmedas	  sin	  Teñir	  	  Son	  preferibles	  pues	  se	  disminuyen	  los	  artefactos	  encontrados	  y	  se	  mejora	  la	  visualización	  (Kenney,	  1983;	  Samper	  y	  Estrada,	  2007;	  Varner,	  2008).	  La	  muestra	  de	   semen	  debe	  ser	   fijada	  en	  una	  solución	   tamponada	  de	  glutaraldehído	  o	   citrato	  formol	   para	   permitir	   su	   evaluación	   y	   que	   ésta	   no	   sea	   afectada	   por	   el	   tiempo	  (Brinsko	   y	   col.,	   2011).	   Se	   observan	   las	   células	   en	   un	  microscopio	   bajo	   aceite	   de	  inmersión	  (1000x)	  o	  preferiblemente	  de	  contraste	  de	  fases	  (Kenney,	  1983).	  	  
3.6	  Evaluación	  de	  la	  Vitalidad	  Espermática	  La	   vitalidad	   de	   los	   espermatozoides	   se	   valora	   indirectamente	   mediante	   la	  valoración	  de	   la	   integridad	  de	   la	  membrana	  plasmática,	   cuyo	  papel	  es	  vital	   en	   la	  regulación	  de	  las	  funciones	  espermáticas	  (Varner,	  2008).	  	  	  
3.6.1	   Métodos	   de	   Evaluación	   de	   la	   Integridad	   de	   las	   Membranas	  
Espermáticas:	  
3.6.1.1	  Uso	  de	  Tinciones	  No	  Fluorescentes	  (Tinciones	  Supravitales)	  El	   uso	   de	   técnicas	   de	   tinción	   no	   fluorescentes	   para	   la	   evaluación	   de	   la	  viabilidad	  espermática	  se	  basan	  en	  la	  capacidad	  que	  tiene	  la	  membrana	  íntegra	  de	  absorber	  el	  tinte	  y	  eliminarlo	  (vivos),	  mientras	  que	  en	  los	  espermatozoides	  en	  los	  que	  la	  membrana	  no	  es	  funcional	  el	  tinte	  difundirá	  al	  interior	  coloreando	  la	  célula	  (muertos).	   Por	   ello	   se	   denominan	   “Técnicas	   de	   Evaluación	   de	   Vivos	   y	   Muertos”	  (Barth	   y	   Oko,	   1989)	   y	   permiten	   valorar	   al	   mismo	   tiempo	   la	   morfología	   y	   la	  vitalidad	  (Barth	  y	  Oko,	  1989).	  Las	  tinciones	  no	  fluorescentes	  son	  sencillas	  y	  para	  su	  observación	  requieren	  sólo	  de	  un	  microscopio	  óptico	  con	  un	  objetivo	  de	  inmersión	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(1000x)	   (Samper	   y	   Estrada,	   2007).	   Dentro	   de	   las	   tinciones	   no	   fluorescentes	   se	  incluye	   la	  tinción	  de	  Eosina-­‐Nigrosina,	  con	   la	  que	   los	  espermatozoides	  muertos	  o	  con	  el	  acrosoma	  dañado	  se	  visualizarán	  rosas	  por	  la	  eosina	  mientras	  que	  los	  vivos	  permanecerán	  blancos	  sobre	  el	  fondo	  oscuro	  de	  nigrosina	  (Brinsko	  y	  col.,	  2011)	  o	  el	  Tripán-­‐azul	  (Varner,	  2008).	  	  	  
3.6.1.2	  Uso	  de	  Tinciones	  Fluorescentes	  Se	  basan	  en	  el	  uso	  de	  tintes	  fluorescentes	  extracelulares	  que	  pueden	  ser	  no	  permeables,	   de	   modo	   que	   no	   difundirán	   hacia	   el	   interior	   de	   la	   membrana	  plasmática	   cuando	   ésta	   está	   intacta,	   o	   permeables,	   que	   son	   soluciones	  fluorescentes	  que	  difunden	  a	  través	  de	  la	  membrana	  plasmática	  y	  se	  hidrolizan	  en	  el	   citosol	   en	   compuestos	   fluorescentes	  que	  quedan	   retenidos	   en	   el	   interior	  de	   la	  célula	   si	   la	   membrana	   está	   intacta	   (Varner,	   2008).	   Dentro	   de	   los	   tintes	  fluorescentes	  no	  permeables	  destacan	  test	  comerciales	  como	  el	  Propidio	  de	  Yodo,	  YO-­‐PRO®-­‐1,	  TOTO®-­‐1	  y	  entre	  los	  tintes	  fluorescentes	  permeables	  el	  Calcein	  AM	  o	  Dihidrocalcein	   AM,	   SYBR®-­‐14	   o	   el	   Diacetato	   de	   Carboxifluoresceína	   (Varner,	  2008).	  	  Además	   se	   usan	   combinaciones	   de	   los	   anteriores	   para	   incrementar	   la	  información	   obtenida	   como	   es	   la	   combinación	   SYBR®-­‐14/Yoduro	   de	   Propidio	  (Garner	   y	   Johnson,	   	   1995;	   Garner	   y	   col.,	   1997).	   Love	   y	   colaboradores	   (2003)	  establecieron	  una	  correlación	  entre	  el	  porcentaje	  de	  espermatozoides	  mótiles	  y	  el	  porcentaje	  de	  espermatozoides	  con	  membrana	  plasmática	  íntegra.	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También	  es	  posible	  la	  combinación	  de	  tintes	  fluorescentes	  de	  membrana	  con	  tintes	  mitocondriales	  (Garner	  y	  col.,	  1999;	  Love	  y	  col.,	  2003)	  o	  acrosómicos	  (Cross	  y	  col.,	  1986;	  Graham	  y	  col.,	  1990;	  Kirk	  y	  col.,	  2001;	  Kavak	  y	  col.,	  2003)	  que	  permite	  evaluar	   conjuntamente	   la	   integridad	   del	   acrosoma	   y	   la	   viabilidad	   espermática	  diferenciando	   los	   cambios	   que	   se	   producen	   en	   el	   acrosoma	   cuando	   los	  espermatozoides	   están	   vivos	   o	   en	   proceso	   de	   capacitación	   (Neild	   y	   col.,	   2000).	  Entre	   estas	   combinaciones	   destacan	   la	   técnica	   de	   triple	   tinción	   fluorescente	   en	  équidos	   (Graham	   y	   col.,	   1990;	   Graham	   2001;	   Gravance	   y	   col.,	   2001)	   con	   las	  combinaciones	  de	  SYBR®14-­‐Yoduro	  de	  Propidio–JC	  1	  (Love	  y	  col.,	  2003)	  o	  FITC-­‐DNA–	   Yoduro	   de	   Propidio–Carbox-­‐SNARF-­‐1	   (Cross	   y	   col.,	   1986;	   Graham	   y	   col.,	  1990;	  Kirk	  y	  col.,	  2001;	  Kavak	  y	  col.,	  2001,	  2003).	  	  
3.6.1.3	  Test	  Hiposmótico	  (HOST,	  Hypo-­‐Osmotic	  Swelling	  Test)	  Este	   método	   de	   evaluación	   fue	   descrito	   por	   primera	   vez	   por	   Drevius	   y	  Ericksson	  en	  1966.	  Evalúa	   la	   integridad	  y	   funcionalidad	  de	   la	  membrana	   flagelar	  analizando	   su	   respuesta	   a	   la	   exposición	   a	   un	   medio	   hipotónico	   (de	   entre	   50-­‐100mOsm)	  analizando	  su	  función	  osmorreguladora	  (Jeyendran	  y	  col.,	  1992;	  Neild	  y	  col.,	  1999).	  De	  modo	  que	  si	  la	  membrana	  está	  íntegra	  y	  funciona	  adecuadamente	  el	  espermatozoide	   incorporará	   agua	   de	   forma	   activa	   en	   el	   citosol	   provocando	  cambios	  morfológicos	  en	  su	  flagelo	  asociados	  a	  esta	  endósmosis	  (enrollamiento	  o	  replegamiento)	   que	   no	   serán	   apreciados	   en	   los	   espermatozoides	  osmorregulatoriamente	  incompetentes	  (Varner,	  2008).	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Se	   ha	   correlacionado	   de	   forma	   alta	   con	   otros	   test	   predictivos	   de	   fertilidad	  (Colenbrander	   y	   col.,	   2003),	   y	   valores	   inferiores	   al	   40%	   se	   han	   relacionado	   con	  sementales	  de	  fertilidad	  dudosa	  (Neild	  y	  col.,	  2000).	  	  
3.7	  Evaluación	  de	  la	  Cromatina	  Espermática	  En	   clínica	   reproductiva	   humana	   el	   daño	   en	   el	   ADN	   espermático	   ha	  demostrado	   presentar	   asociaciones	   fuertes	   con	   todos	   los	   puntos	   de	   control	   de	  fertilidad	   (fallo	   en	   la	   fertilización,	   desarrollo	   embrionario	   lento,	   menor	  implantación,	   malformaciones…)	   (Fatehi	   y	   col.,	   2006;	   Lewis,	   2013),	  correlacionándose	   con	   la	   tasa	   de	   nacimientos	   vivos	   y	   la	   tasa	   de	   abortos	   (Lewis,	  2013).	  Esta	  fuerte	  relación	  entre	  la	  fragmentación	  de	  la	  cromatina	  espermática	  y	  la	  fertilidad	   se	   ha	   establecido	   también	   en	   cerdos	   y	   toros	   (Agarwal	   y	   Allamaneni,	  2004;	  Zini	  y	  Libmanal,	  2006;	  Brahem	  y	  col.,	  2011;	  Bungum	  y	  col.,	  2011),	  lo	  que	  no	  ocurre	  con	  la	  mayoría	  de	  los	  parámetros	  seminales	  (Wilhelm	  y	  col.,	  1996a;	  Love	  y	  Kenney,	  1998;	  	  Kirk	  y	  col.,	  2005;	  Madrid-­‐Bury	  y	  col.,	  2005;	  López-­‐Fernández	  y	  col.,	  2007;	  Morrell	  y	  col.,	  2009d).	  	  	  	  Por	   todo	  ello	   se	  ha	  determinado	  que	  el	   conocimiento	  del	  daño	  que	   sufre	  el	  ADN	  en	   las	  muestras	  de	  semen	   fresco	  y	  durante	  su	  procesado	  para	  preservación	  podría	   aportar	   mayor	   información	   del	   potencial	   reproductivo	   del	   semental	  (Madrid-­‐Bury	  y	  col.,	  2005;	  López-­‐Fernández	  y	  col.,	  2007),	  y	  que	  su	  exclusión	  de	  los	  análisis	   seminales	   resultaría	   en	   un	   porcentaje	   importante	   de	   infertilidad	   del	  semental	  que	  permanecería	  sin	  detectar	  (López-­‐Fernández	  y	  col.,	  2007).	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Se	   sabe	   que	   cuando	   los	   espermatozoides	   equinos	   son	   manipulados	   para	  preservación	   se	   incrementa	   significativamente	   los	   valores	   de	   fragmentación	   del	  ADN	   espermático	   (López-­‐Fernández	   y	   col.,	   2007;	   Cortés-­‐Gutiérrez	   y	   col.,	   2008).	  Este	  daño	  parece	  ser	  consecuencia	   indirecta	  del	  estrés	  asociado	  a	   los	  cambios	  de	  temperatura,	   osmolaridad	   e	   inestabilidad	   de	   membrana	   que	   podría	   llevar	   a	   la	  activación	   de	   vías	   de	   apoptosis	   como	   las	   de	   estrés	   oxidativo	   que	   resultan	   en	  fragmentación	  del	  ADN	  (Zini	  y	  col.,	  2001;	  Baumber	  y	  col.,	  2003;	  López-­‐Fernández	  y	  col.,	  2007).	  	  Algunos	   autores	   recomiendan	   la	   evaluación	   de	   la	   dinámica	   de	   la	  fragmentación	  del	  ADN	  (Gosálvez	  y	  col.,	  2011a),	  que	  permite	  la	  expresión	  del	  daño	  latente	   de	   la	   cromatina	   espermática	   que	   no	   es	   visible	   inmediatamente	   tras	   la	  eyaculación,	   la	   criopreservación	   o	   el	   procesado	   (Gosálvez	   y	   col.,	   2011a,	   2011b).	  Los	   valores	   de	   fragmentación	   del	   ADN	   espermático	   se	   incrementan	   tras	   la	  descongelación,	   sin	   embargo,	   este	   daño	   puede	   no	   ser	   evidente	   en	   los	   primeros	  minutos,	   como	   sí	   ocurre	   con	   otros	   parámetros	   como	   la	   motilidad	   y	   viabilidad	  espermática	   sino	   que	   se	   visualiza	   tras	   la	   incubación	   a	   37°C	   (López-­‐Fernández	   y	  col.,	  2007;	  Cortés-­‐Gutiérrez	  y	  col.,	  2008).	  	  	  Aunque	   aún	   no	   están	   establecidos	   los	   valores	   normales	   del	   Índice	   de	  Fragmentación	  del	  ADN	  (sDFI)	  para	  el	  equino,	  se	  recomienda	  tomar	  precauciones	  al	   usar	   sementales	   para	   IA	   cuyos	   eyaculados	   tengan	   un	   sDFI>15-­‐20%	   (López-­‐Fernández	  y	  col.,	  2007).	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3.7.1	   Métodos	   de	   Evaluación	   de	   la	   Fragmentación	   de	   la	   Cromatina	  
Espermática:	  Hay	   dos	   estrategias	   para	   estimar	   la	   fragmentación	   del	   ADN	   espermático	  (Cortés	  Gutiérrez	  y	  col.,	  2007).	  La	  primera	  se	  basa	  en	  la	  incorporación	  enzimática	  de	  nucleótidos	  marcados	  e	  incluye	  a	  técnicas	  como	  la	  Técnica	  Terminal	  dUTP	  Nock-­‐End	  Labeling	  (TUNEL)	  o	  la	  Técnica	  In	  Situ	  Nick	  Translation	  (ISNT).	  	  La	   segunda	   se	   basa	   en	   medir	   la	   diferente	   sensibilidad	   de	   la	   cromática	  espermática	   a	   desnaturalizarse	   frente	   a	   determinados	   tratamientos.	   Incluye	  técnicas	  como	  la	  Evaluación	  de	  la	  Estructura	  de	  la	  Cromatina	  Espermática	  o	  Sperm	  Chromatin	   Structure	   Assay	   en	   inglés	   (SCSA),	   Técnica	   DNA	   Breakage	   Detection-­‐Fluorescence	  in	  situ	  Hybridization	  (DBD-­‐FISH),	  la	  Evaluación	  de	  la	  Dispersión	  de	  la	  Cromatina	  Espermática	  o	  Sperm	  Chromatin	  Dispersion	  (SCD)	  y	  Ensayo	  Cometa.	  
	  Tabla	  1.	  Resumen	  de	  las	  técnicas	  de	  evaluación	  de	  la	  fragmentación	  del	  ADN	  espermático	  (extraído	  de	  Cortés-­‐Gutiérrez	  y	  col.,	  2007).	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3.7.1.1.Terminal	  dUTP	  Nock-­‐End	  Labeling	  (Ensayo	  TUNEL)	  	  	   Técnica	   basada	   en	   la	   incorporación	   enzimática	   in	   situ	   de	   nucleótidos	  marcados	   en	   los	   extremos	   de	   las	   roturas	   existentes	   en	   el	   ADN,	   que	   serán	  posteriormente	   detectados	   porque	   bien	   están	   directamente	   marcados	   con	   el	  fluorocromo	  o	  bien	  porque	  se	  someten	  a	  una	  reacción	  posterior	  con	  un	  anticuerpo	  conjugado	   con	   el	   fluorocromo	   que	   se	   visualizan	   a	   través	   de	   microscopía	   de	  fluorescencia	   o	   citometría	   de	   flujo	   (Lopes	   y	   col.,	   1998,	   Cortés-­‐Gutiérrez	   y	   col.,	  2007).	  Se	  mide	  el	  porcentaje	  de	  células	  con	  ADN	  marcado.	  	  El	  problema	  es	  que	  requiere	  de	  un	  equipo	  y	  personal	  especializado	  por	  lo	  que	  a	   pesar	   de	   existir	   un	   kit	   comercial	   no	   se	   usa	   de	   rutina	   a	   nivel	   clínico	   (Cortés-­‐Gutiérrez	  y	  col.,	  2007).	  
	  
3.7.1.2	  Técnica	  In	  Situ	  Nick	  Translation	  (ISNT)	  Técnica	  de	  incorporación	  enzimática	  in	  situ	  de	  nucleótidos	  marcados	  similar	  a	   la	   técnica	   TUNEL	   cuya	   mayor	   diferencia	   radica	   en	   que	   la	   incorporación	   de	  nucleótidos	   es	   mayor,	   ya	   que	   utiliza	   la	   cadena	   de	   ADN	   complementario	   como	  molde	   y	   presenta	   actividad	   enzimática	   exonucleasa	   (Gorczyca	   y	   col.,	   1993;	  Manicardi	  y	  col.,	  1995).	  	  Presenta	   unos	   inconvenientes	   similares	   a	   la	   anterior	   con	   el	   problema	  añadido	  de	  que	  no	  existe	  kit	  comercial	  disponible	  para	  su	  uso	  en	  espermatozoides	  (Cortés-­‐Gutiérrez	  y	  col.,	  2007).	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3.7.1.3	   DNA	   Breakage	   Detection-­‐Fluorescence	   in	   situ	   Hybridization	   (Técnica	  
DBD-­‐FISH)	  Se	   basa	   en	   la	   mayor	   sensibilidad	   a	   la	   desnaturalización	   y	   extracción	   de	  proteínas	   que	   tienen	   los	   extremos	   de	   rotura	   de	   la	   cadena	   del	   ADN	   a	   través	   de	  soluciones	   de	   lisis	   alcalinas	   y	   posterior	   hibridación	   de	   dichas	   roturas	   con	   una	  sonda	  de	  ADN	  (Fernández	  y	  col.,	  2000),	  de	  modo	  que	  cuantas	  más	  roturas	  existan	  en	  la	  cadena	  mayor	  será	  el	  nivel	  de	  marcado	  del	  núcleo	  (Fernández	  y	  col.,	  2000).	  Al	  igual	  que	  las	  dos	  anteriores	  no	  se	  usa	  de	  rutina,	  pero	  desde	  el	  punto	  de	  vista	  de	  la	  investigación	  es	  muy	  útil	  ya	  que	  es	  la	  única	  técnica	  disponible	  que	  permite	  evaluar	  el	   daño	  de	   célula	   a	   célula	   in	  situ	   en	   secuencias	   específicas	   de	  ADN	   (Fernández	   y	  col.,	  2002).	  	  
3.7.1.4	  Ensayo	  Cometa	  Se	   fundamenta	  en	  el	  principio	  de	  que	  el	  ADN	  de	  un	  núcleo	  desproteinizado	  que	   contenga	   roturas	   en	   sus	   cadenas	   se	   moverá	   más	   fácilmente	   hacia	   el	   polo	  positivo	  al	  someterlo	  a	  electroforesis	  (Aravindan	  y	  col.,	  1997).	  Se	  basa	  en	  someter	  a	  los	  espermatozoides	  incluidos	  dentro	  de	  un	  gel	  de	  agarosa	  a	  una	  solución	  de	  lisis	  con	   un	   agente	   reductor	   y	   someterlos	   a	   electroforesis	   y	   posterior	   tinción	   con	   un	  fluorocromo	   para	   visualizar	   la	   diferencia	   colorimétrica	   generada	   por	   el	  desplazamiento,	  de	  modo	  que	  los	  espermatozoides	  con	  el	  ADN	  íntegro	  no	  generan	  apenas	  imágenes	  de	  cola	  de	  cometa	  mientras	  que	  los	  que	  tienen	  ADN	  fragmentado	  generan	   una	   imagen	   similar	   a	   un	   cometa	   (Singh	   y	   col.,	   1988).	   Por	   tanto,	   el	  porcentaje	  de	  células	  con	  colas	  de	  migración	  se	  corresponde	  a	  los	  espermatozoides	  con	  ADN	  fragmentado.	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El	  mayor	   inconveniente	  es	  que	  requiere	  de	  material,	  personal	  y/o	  software	  especializados	   no	   usados	   de	   rutina	   en	   andrología,	   por	   lo	   que	   principalmente	   se	  utiliza	  en	  investigación	  (Cortés-­‐Gutiérrez	  y	  col.,	  2007).	  
	  
3.7.1.5	   Evaluación	   de	   la	   Estructura	   de	   la	   Cromatina	   Espermática,	   Sperm	  
Chromatin	  Structure	  Assay	  (SCSA)	  Esta	  prueba	  fue	  desarrollada	  por	  Evenson	  y	  colaboradores	  en	  1980	  y	  	  evalúa	  la	   susceptibilidad	   del	   ADN	   espermático	   a	   la	   desnaturalización	   in	   situ	   tras	   la	  exposición	   a	   condiciones	   ácidas	   o	   de	   calor	   junto	   a	   las	   diferentes	   características	  colorimétricas	   del	   fluorocromo	   Naranja	   de	   Acridina	   que	   emite	   color	   verde	   al	  excitarse	  si	  se	  incorpora	  como	  monómero	  entre	  las	  dos	  cadenas	  de	  ADN,	  cuando	  el	  ADN	   está	   intacto,	   o	   rojo	   anaranjado	   si	   se	   incorpora	   al	   ADN	   de	   cadena	   sencilla,	  cuando	   el	   ADN	   está	   fragmentado	   (Evenson	   y	   col.,	   1980).	   Las	   células	   teñidas	   se	  someten	  a	  citometría	  de	  flujo	  para	  discriminar	  ambos	  colores	  (Hoshi	  y	  col.,	  1996).	  El	  índice	  de	  fragmentación	  del	  ADN	  (sDFI)	  corresponderá	  al	  porcentaje	  de	  células	  con	  fluorescencia	  roja	  respecto	  al	  total	  de	  células	  (rojas	  y	  verdes).	  	  Es	   la	   técnica	   de	   referencia	   para	   la	   evaluación	  de	   la	   fragmentación	  del	  ADN	  espermático	   (Cortés-­‐Gutiérrez	   y	   col.,	   2007)	   y	   la	   más	   aceptada	   para	   establecer	  relaciones	  entre	  	  esta	  fragmentación	  y	  la	  fertilidad	  del	  individuo	  (Cortés-­‐Gutiérrez	  y	  col.,	  2007).	  	  El	   mayor	   inconveniente	   es	   que	   necesita	   de	   citometría	   de	   flujo	   para	   su	  evaluación	  (Cortés-­‐Gutiérrez	  y	  col.,	  2007).	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3.7.1.6	  Evaluación	  de	  la	  Dispersión	  de	  la	  Cromatina	  Espermática,	  Sperm	  
Chromatin	  Dispersion	  (SCD)	  Técnica	  que	  valora	  mediante	  microscopía	  de	  campo	  claro	  o	   fluorescencia	  el	  tamaño	   del	   halo	   de	   dispersión	   que	   experimenta	   la	   cromatina	   espermática	   tras	  someter	  a	  los	  espermatozoides	  a	  un	  tratamiento	  de	  lisis	  ácido	  que	  rompe	  y	  extrae	  las	  proteínas	  que	  compactan	  el	  ADN	  espermático	  (Fernández	  y	  col.,	  2005;	  Cortés-­‐Gutiérrez	   y	   col.,	   2007).	   Se	   basa	   en	   la	   diferente	   respuesta	   que	   experimenta	   la	  cromatina	   del	   núcleo	   de	   los	   espermatozoides	   con	   ADN	   fragmentado	   y	   no	  fragmentado	   al	   tratamiento	   de	   depleción	   proteica	   de	   modo	   que	   en	   los	  espermatozoides	   fragmentados	   tras	   el	   tratamiento	   se	   liberan	   los	   fragmentos	   de	  ADN	  haciendo	  que	  la	  cromatina	  se	  disperse	  alrededor	  del	  núcleo	  formando	  un	  halo	  periférico	   no	   muy	   intenso	   que	   contrasta	   con	   el	   núcleo,	   mientras	   que	   en	   los	   no	  fragmentados	  se	  desarrolla	  un	  halo	  de	  dispersión	  pequeño	  que	  forma	  una	  corona	  alrededor	  del	  núcleo	  (Figura	  3).	  El	  sDFI	  será	  el	  porcentaje	  de	  células	  con	  halo	  de	  fragmentación	  respecto	  al	  total	  de	  células.	  	  
	  Figura	  3.	  Fragmentación	  del	  ADN	  espermático	  equino	  tras	  test	  SCD	  visualizado	  con	  microscopía	  de	  fluorescencia.	  La	  flecha	  señala	  el	  espermatozoide	  que	  muestra	  un	  halo	  de	  dispersión	  de	  la	  cromatina	  correspondiente	  a	  ADN	  fragmentado.	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   Al	   igual	  que	  en	  el	  Ensayo	  Cometa	   se	   requiere	  que	   los	   espermatozoides	   se	  incluyan	  en	  un	  gel	  de	  agarosa	  pero	  al	  no	  necesitarse	   la	  electroforesis	  ni	  personal	  especializado	  se	  simplifica	  la	  técnica	  (Cortés-­‐Gutiérrez	  y	  col.,	  2007).	  	  Para	   la	   realización	   a	   través	   de	   los	   kits	   comerciales,	   como	   el	   del	   Kit	   para	  semen	  equino	  Halomax®,	  se	  deben	  añadir	  a	  los	  viales	  con	  agarosa	  un	  volumen	  fijo	  de	   semen	   diluido	   a	   una	   concentración	   aproximada	   de	   5-­‐10x106	  espermatozoides/ml	  para	  posteriormente	  depositar	  una	  alícuota	  de	  dicha	  mezcla	  en	  los	  pocillos	  pre-­‐tratados	  de	  los	  porta	  disponibles	  en	  el	  kit	  comercial	  y	  cubrirlos	  con	   un	   cubreobjetos	   (López-­‐Fernández	   y	   col.,	   2007).	   Estos	   porta	   se	   refrigeran	  sobre	   una	   superficie	   metálica	   durante	   5	   minutos	   para	   que	   la	   solución	   se	  solidifique,	   tras	   lo	   cual	   se	   retira	   el	   cubre	   y	   se	   dispone	   el	   porta	   horizontalmente	  sobre	   la	   solución	   de	   lisis	   del	   kit	   durante	   cinco	  minutos	   (López-­‐Fernández	   y	   col.,	  2007).	   Posteriormente	   habrá	   que	   someter	   a	   la	   muestra	   a	   un	   lavado	   en	   agua	  destilada	   durante	   5	   minutos	   y	   deshidratación	   por	   inmersión	   en	   alcoholes	   de	  gradación	  secuencial	  (etanol	  al	  70%,	  90%	  y	  100%),	  dos	  minutos	  en	  cada	  uno.	  Para	  visualización	   del	   daño	   del	   ADN	   mediante	   microscopia	   de	   fluorescencia	   (López-­‐Fernández	  y	  col.,	  2007)	  deben	  teñirse	  las	  muestras	   	  con	  fluorocromos	  específicos	  para	   ADN	   como	   DAPI,	   Yoduro	   de	   Propidio,	   Bromuro	   de	   Etidio,	   Sybergreen	   o	  combinaciones	   de	   estos,	   utilizando	   además	   una	   solución	   antidifuminación	  (antifading).	  	  	  	  Esta	   técnica	   presenta	   una	   muy	   buena	   correlación	   con	   otras	   técnicas	  metodológicas	  de	  evaluación	  de	  la	  fragmentación	  del	  ADN	  como	  el	  Ensayo	  TUNEL	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o	   el	   SCSA	   que	   es	   la	   técnica	   de	   evaluación	   de	   referencia	   (Fernández	   y	   col.,	   2005;	  Chohan	   y	   col.,	   2006)	   con	   la	   ventaja	   añadida	   de	   que	   es	   una	   técnica	   mucho	   más	  simple	   y	   económica	   de	   realizar	   (Cortés-­‐Gutiérrez	   y	   col.,	   2007).	   Además	   los	   kits	  comerciales	  existentes	  en	  el	  mercado	  para	  su	  uso	  con	  semen	  de	  diferentes	  especies	  han	  facilitado	  su	  dispersión.	  Todo	  ello	  ha	  hecho	  que	  se	  proponga	  como	  técnica	  de	  evaluación	  rutinaria	  de	  la	  fragmentación	  del	  ADN	  espermático	  (Cortés-­‐Gutiérrez	  y	  col.,	  2007)	  y	  actualmente	  es	  la	  técnica	  más	  utilizada	  de	  rutina	  a	  nivel	  clínico.	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4.	  Procesado	  de	  Congelación	  en	  Semen	  Equino	  Todos	   los	   protocolos	   de	   congelación	   de	   semen	   equino	   requieren	   un	  procesado	   que	   incluye	   (Loomis	   y	   col.,	   1983;	   Samper	   y	   Morris,	   1998;	   Samper,	  2000):	  -­‐ Dilución	  y	  centrifugación	  -­‐ Adición	  del	  diluyente	  de	  congelación	  -­‐ Refrigeración	  y/o	  equilibración	  -­‐ Envasado	  -­‐ Congelación	  y	  almacenamiento	  -­‐ Descongelación	  del	  semen	  	  
4.1	  Dilución	  y	  Centrifugación	  En	   los	  protocolos	  estándar	  de	  congelación	  de	  semen	  equino	  es	  necesario	   la	  retirada	   de	   la	  mayor	   parte	   del	   plasma	   seminal	   por	   centrifugación	   simple	   (CS)	   y	  resuspensión	  del	  pellet	  en	  el	  diluyente	  de	  congelación	  con	  el	  objetivo	  de	  obtener	  los	  espermatozoides	  concentrados	  y	  empaquetarlos	  en	  un	  pequeño	  volumen	  para	  congelarlos	  (Blanchard	  y	  col.,	  1998).	  	  	  Se	   sabe	   que	   parte	   de	   la	   variabilidad	   individual	   en	   la	   tolerancia	   a	   la	  congelación	   espermática	   equina	   se	   debe	   a	   diferencias	   en	   la	   composición	   del	  plasma	   seminal	   (Brinsko	   y	   col.,	   2000;	   Gómez-­‐Cuétara,	   2000),	   habiéndose	  identificado	   componentes	   beneficiosos	   para	   la	   fertilización	   como	   las	   proteínas	  secretoras	  ricas	  en	  cistina	  (CRISP),	  	  con	  gran	  variabilidad	  entre	  individuos	  (Leeb	  y	  col.,	   2005)	   y	   que	   juegan	   un	   papel	   muy	   importante	   en	   la	   fisiología	   espermática	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evitando	   la	  capacitación	  prematura	  y	   facilitando	   la	   interacción	  con	  el	  oocito,	  o	  el	  colesterol	  que	  los	  protege	  durante	  el	  almacenamiento	  (Leeb	  y	  col.,	  2005).	  Además,	  en	  humana	  existen	  evidencias	  de	  que	  determinadas	  proteínas	  del	  plasma	  seminal	  modulan	   los	   efectos	   negativos	   de	   los	   EROs	   cuya	   producción	   se	   dispara	   tras	   la	  congelación-­‐descongelación	   (Morrell,	   2012).	   En	   équidos	   los	   resultados	   son	  contradictorios	  (Ortega-­‐Ferrusola	  y	  col.,	  2011).	  	  Se	   recomienda	   reducir	   el	   porcentaje	   de	   plasma	   seminal	   presente	   al	   5-­‐20%	  (Jasko	  y	  col.,	  1991),	  ya	  que	  el	  plasma	  seminal	  afecta	  negativamente	  a	  la	  calidad	  de	  los	   espermatozoides	   durante	   el	   almacenamiento	   (Jasko	   y	   col.,	   1991),	   pero	  participa	   en	   la	   modulación	   de	   la	   respuesta	   inflamatoria	   postcubrición	   que	   se	  produce	  en	  la	  yegua	  (Troedsson	  y	  col.,	  2000,	  2005;	  Mari	  y	  col.,	  2011).	  	  	  La	   retirada	   del	   plasma	   seminal	   se	   hace	   generalmente	   mediante	  centrifugación	   del	   semen	   previamente	   diluido	   1:1,	   v:v	   o	   a	   una	   concentración	   de	  50x106	  espermatozoides/ml	  (Sieme	  y	  col.,	  2008)	  en	  el	  diluyente	  de	  centrifugación,	  a	  una	  intensidad	  de	  entre	  400-­‐600g	  durante	  10-­‐15	  minutos	  (Loomis,	  2006;	  Aurich,	  2008).	   Los	   diluyentes	   empleados	   para	   la	   centrifugación	   son	   muy	   variados:	  Glucosa-­‐EDTA	  (Martin	  y	  col.,	  1979),	  medio	  HBS	  (Heitland	  y	  col.,	  1996),	  aunque	  lo	  más	   frecuente	   es	   usar	   medios	   a	   base	   de	   leche	   desnatada	   y/o	   yema	   de	   huevo	  (Magistrini	  y	  Vidament,	  1992;	  Vidament	  y	  col.,	  2001).	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Las	   tasas	   de	   recuperación	   espermática	   para	   esta	   técnica	   están	   en	   el	   75%	  aproximadamente	   (Loomis,	   2006;	   Aurich,	   2008),	   aunque	   hay	   autores	   que	   han	  reportado	   recuperaciones	   de	   hasta	   el	   98%	   (Weiss	   y	   col.,	   2004).	   Las	   tasas	   de	  recuperación	   podrían	   incrementarse	   aumentando	   la	   fuerza	   o/y	   el	   tiempo	   de	  centrifugación,	  pero	  ello	  disminuye	  la	  calidad	  del	  semen	  obtenido	  (Loomis,	  2006).	  	  	  Para	   evitar	   este	   efecto	   negativo	   Cochran	   y	   colaboradores	   describieron	   en	  1984	  la	  Técnica	  de	  Centrifugación	  con	  Colchones	  (Técnica	  Cushion)	  que	  se	  basa	  en	  la	   adición	   de	   una	   solución	   de	   alta	   densidad	   específica	   dispuesta	   por	   debajo	   del	  semen	   en	   el	   tubo	   de	   centrifugación	   que	   sirve	   como	   amortiguador	   evitando	   el	  apelmazamiento	   y	   por	   tanto	   el	   daño	   sobre	   los	   espermatozoides	   durante	   la	  centrifugación.	  Este	  método	  permite	  el	   incremento	  de	   la	   fuerza	  de	  centrifugación	  (1000g	  durante	  20	  minutos)	  aumentando	  con	  ello	  la	  tasa	  de	  recuperación	  al	  90%	  sin	   afectar	   gravemente	   la	   calidad	   seminal	   (Revell	   y	   col.,	   1997;	   Ecot	   y	   col.,	   2005;	  Knop	  y	  col.,	  2005).	  	  	  Inicialmente	   se	   utilizaron	   como	   soluciones	   colchón	   soluciones	   de	   glucosa-­‐EDTA	  que	  pasaron	   a	   sustituirse	  por	  diluyentes	   con	   yema	  de	  huevo	   y	   glicerol	   (al	  4%)	  (Amman	  y	  Picket,	  1987).	  Hoy	  en	  día	  se	  usan	  soluciones	  densas	  con	  Iodixanol	  al	  60%	  (Revell	  y	  col.,	  1997).	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4.2	  Adición	  del	  Diluyente	  de	  Congelación:	  Crioprotectores	  y	  Diluyentes	  Tras	   la	   centrifugación	   se	   debe	   resuspender	   el	   pellet	   	   en	   un	   diluyente	   de	  congelación	   en	   el	   volumen	   y	   concentración	   adecuado	   según	   el	   procedimiento	  (Jasko,	   1994;	   Blanchard	   y	   col.,	   1998).	   Los	   diluyentes	   de	   congelación	   de	   semen	  están	   compuestos	   por	   diferentes	   sustancias	   como	   son	   crioprotectores,	   azúcares,	  soluciones	  tampón,	  antibióticos	  y	  electrolitos	  entre	  otros	  (Blanchard	  y	  col.,	  1998)	  que	  cumplen	  las	  siguientes	  funciones:	  proveer	  nutrientes	  como	  fuente	  de	  energía,	  proteger	   a	   los	   espermatozoides	   de	   la	   bajada	   de	   temperatura	   y	   el	   procesado,	  mantener	   un	   adecuado	   equilibrio	   del	   pH,	   mantener	   una	   adecuada	   presión	  osmótica	  y	  balance	  electrolítico	  e	  inhibir	  el	  crecimiento	  bacteriano	  (Hafez,	  2000).	  	  
	  
4.2.1	  Crioprotectores:	  Los	   crioprotectores	   son	   sustancias	   hidrosolubles	   que	   disminuyen	   el	   punto	  eutéctico	   de	   la	   solución	   a	   la	   que	   se	   incorporan.	   El	   punto	   eutéctico	   es	   la	  temperatura	  más	   baja	   a	   la	   cual	   se	   puede	   fundir	   una	  mezcla	   de	   solutos	   con	   una	  composición	  fija.	  La	  disminución	  del	  mismo	  permite	  una	  mayor	  deshidratación	  de	  la	   célula	   espermática	   disminuyendo	   el	   gradiente	   osmótico	   al	   que	  dicha	   célula	   es	  sometido,	   es	   decir,	   se	   alcanza	   la	   misma	   concentración	   de	   solutos	   a	   una	  temperatura	  menor,	  por	  lo	  que	  la	  célula	  queda	  más	  protegida	  (Fabbri	  y	  col.,	  1998).	  	  Según	  Keith	  (1998)	  los	  crioprotectores	  se	  clasifican	  en	  dos	  grupos:	  
o No	  permeables	  (lípidos,	  lipoproteínas	  y	  macromoléculas	  de	  yema	  de	  huevo,	  leche,	  azúcares…)	  
o Permeables	  (glicerol,	  etilenglicol,	  amidas,	  DMSO…)	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4.2.1.1	  Crioprotectores	  No	  Permeables	  Los	   crioprotectores	   no	   permeables	   son	   compuestos	   de	   elevado	   peso	  molecular	   que	   no	   atraviesan	   la	   membrana	   plasmática,	   por	   lo	   que	   su	   efecto	  protector	   lo	   desarrollan	   en	   el	   medio	   extracelular	   a	   través	   de	   mecanismos	  osmóticos	  favoreciendo	  un	  medio	  hipertónico	  que	  hace	  que	  salga	  agua	  de	  la	  célula	  (deshidratación),	   disminuyendo	   así	   la	   probabilidad	   de	   formación	   de	   cristales	   de	  hielo	  intracelulares	  (Aisen	  y	  col.,	  2000,	  2002;	  Moore	  y	  col.,	  2006).	  	  
4.2.1.1.1	  Azúcares	  De	  forma	  natural	  el	  plasma	  seminal	  presenta	  una	  serie	  de	  azúcares	  como	  son	  la	   glucosa,	   fructosa	   y	   el	   sorbitol	   (Mann,	   1975).	   De	   entre	   ellos	   la	   glucosa	   y	   la	  fructosa	   son	   los	   azúcares	   más	   empleados	   en	   los	   diluyentes	   de	   congelación	   de	  semen	   en	   animales	   (Yildyz	   y	   col.,	   2000;	   Aboagla	   y	   Terada,	   2003),	   aunque	   el	  sorbitol	   se	   utiliza	   también	   para	   la	   criopreservación	   de	   semen	   en	   el	   toro	   y	   en	   el	  hombre	  (García	  y	  Graham,	  1989;	  Álvarez	  y	  Storey,	  1993).	  Un	  estudio	  reciente	  en	  semen	   equino	   demuestra	   la	   superioridad	   de	   su	   efecto	   crioprotector	   frente	   a	   los	  otros	  dos	  (Pojprasath	  y	  col.,	  2011).	  	  	  El	   uso	   de	   otros	   azúcares	   como	   la	   metilcelulosa	   no	   ha	   mostrado	   tan	   buen	  efecto	  crioprotector	  (Squires	  y	  col.,	  2004)	  y	  siempre	  necesita	  su	  combinación	  con	  otros	  crioprotectores	  (Dalimata	  y	  Graham,	  1997).	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4.2.1.1.2	  Leche	  Desnatada	  Las	  caseínas,	  fosfocaseínas	  y	  las	  beta	  lactoglobulinas	  procedentes	  de	  la	  leche	  son	  compuestos	  orgánicos	  que	  presentan	  una	   función	  protectora	   frente	  al	   estrés	  por	   frío	  (Holt,	  2000;	  Aurich	  y	  col.,	  2007)	  sirviendo	   la	   leche	  desnatada	  en	  polvo	  o	  entera	  homogeneizada	  como	  constituyente	  básico	  del	  diluyente	  o	  formando	  parte	  en	  pequeñas	  cantidades	  de	  diluyentes	  sintéticos	  (Aurich	  y	  col.,	  2007),	  aunque	  no	  está	  clara	  la	  naturaleza	  de	  su	  mecanismo	  crioprotector	  (Salisbury	  y	  col.,	  1978).	  
	  
4.2.1.1.3	  Yema	  de	  Huevo	  Los	   fosfolípidos	   y	   lipoproteínas	   procedentes	   de	   la	   yema	   de	   huevo	   son	  compuestos	   orgánicos	   que	   presentan	   una	   función	   protectora	   frente	   al	   daño	  desencadenado	   en	   la	   congelación	   espermática	   (Gebauer	   y	   col.,	   1970;	   Jones	   y	  Martin,	  1973;	  Holt,	  2000).	  La	  yema	  de	  huevo	  que	  tradicionalmente	  se	  ha	  usado	  en	  los	  diluyentes	  de	  semen	  es	  de	  gallina,	  aunque	  también	  se	  ha	  probado	  la	  utilización	  de	   yema	   de	   huevo	   de	   otras	   especies	   como	   pato	   y	   oca	   con	   buenos	   resultados	  (Trimeche	  y	  col.,	  1997;	  Clulow	  y	  col.,	  2007).	  	  Hoy	  en	  día	  se	  sabe	  que	  la	  fracción	  de	  lipoproteínas	  con	  efecto	  crioprotector	  en	  la	  yema	  de	  huevo	  es	   la	  fracción	  de	  baja	  densidad	  (LDLs)	  aunque	  no	  se	  conoce	  aún	  su	  mecanismo	  de	  acción	  crioprotector	  (Pace	  y	  Graham,	  1974;	  Watson	  y	  Martin,	  1975;	  Jiang	  y	  col.,	  2007;	  Bencharif	  y	  col.,	  2008;	  Hu	  y	  col.,	  2010).	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4.2.1.2	  Crioprotectores	  Permeables	  Son	   compuestos	   de	   bajo	   peso	   molecular	   y	   permeables	   a	   través	   de	   la	  membrana	   que	   producen	   una	   reorganización	   de	   los	   componentes	   lipídicos	   y	  proteicos	  de	  esta	  que	  hace	  incrementar	  su	  fluidez,	  favoreciendo	  la	  deshidratación	  celular	   a	   bajas	   temperaturas	   y	   disminuyendo	   la	   formación	   de	   cristales	   de	   hielo	  intracelulares,	   lo	   que	   incrementa	   la	   supervivencia	   espermática	   a	   la	   congelación	  (Holt,	   2000).	   Actúan	   tanto	   en	   el	   medio	   intracelular	   como	   extracelular	   (Keith,	  1998).	  	  
4.2.1.2.1	  Glicerol	  El	   glicerol	   fue	   descubierto	   por	   Polge	   y	   colaboradores	   en	   1949	   y	   desde	  entonces	   se	   convirtió	  en	  el	   crioprotector	  de	  elección	  para	   la	   criopreservación	  de	  semen	  en	  muchas	  especies,	  entre	  ellas	  los	  équidos	  (Silva	  y	  col.,	  2002;	  Alvarenga	  y	  col.,	  2005;	  Buranaamnuay	  y	  col.,	  2011).	  	  	  	  Es	  todavía	  el	  crioprotector	  más	  usado	  pero	  no	  existe	  uniformidad	  en	  cuanto	  a	  su	  concentración	  óptima	  en	  los	  diluyentes	  comerciales	  equinos,	  que	  varía	  del	  2,5	  al	  7%	   (Pace	   y	   Sullivan,	   1975;	   Martin	   y	   col.,	   1979;	   Tischner,	   1979;	   Palmer,	   1984;	  Loomis	  y	  col.,	  1983;	  Wilhelm	  y	  col.,	  1996a,	  1996b;	  Leipold	  y	  col.,	  1998;	  Vidament	  y	  col.,	   2000,	   2001;	   Loomis	   y	   Graham,	   2008).	   En	   cualquier	   caso	   depende	   de	   la	  composición	  del	  diluyente	  y	  del	  porcentaje	  de	  yema	  de	  huevo	  del	  mismo	  (Ecot	  y	  col.,	  2000).	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Además	  presenta	  un	  claro	  efecto	  negativo	  pudiendo	  ser	  uno	  de	   los	   factores	  implicados	   en	   la	   baja	   motilidad	   y	   fertilidad	   postdescongelación	   que	   ha	   sido	  descrito	   en	   aves	   pero	   también	   en	   équidos	   (Fahy	   y	   col.,	   1990;	   Burns	   y	   Reasner,	  1995;	  Vidament,	  2005).	  Su	  efecto	   tóxico	  causa	  alteraciones	  citoplasmáticas,	  en	   la	  membrana,	   en	   las	   proteínas	   superficiales	   que	   intervienen	   en	   la	   señalización	  celular,	  en	  la	  polimerización	  tubular	  y	  en	  la	  asociación	  de	  microtúbulos,	  además	  de	  provocar	   desnaturalización	   de	   proteínas	   (Fahy	   y	   col.,	   1990;	   Hammerstedt	   y	  Graham,	  1992).	  	  La	   sensibilidad	   de	   los	   espermatozoides	   al	   glicerol	   es	   especie	   dependiente	  (Curry,	  2000),	  estando	  completamente	  contraindicado	  su	  uso	  en	  algunas	  especies	  como	   en	   el	   burro	   (Álvarez	   y	   col.,	   2004;	   Crespo,	   2005)	   o	   el	   gallo	   (Chalah	   y	   col.,	  	  1999;	  Tselutin	  y	  col.,	  1999).	  En	  équidos	  se	  ha	  visto	  que	  se	  producen	  efectos	  tóxicos	  si	   se	   usa	   en	   concentraciones	  mayores	   o	   iguales	   al	   2,5%	   (Bedford	   y	   col.,	   1995)	   o	  3,5%	  (Vidament	  y	  col.,	  2005),	  pero	  hay	  que	  tener	  en	  cuenta	  que	  la	  concentración	  final	  de	  glicerol	  dependerá	  de	  la	  dilución	  usada	  semen:diluyente	  (Vidament,	  2005).	  Además	   también	  existe	  variabilidad	   individual	   respecto	  a	   la	   tolerancia	  al	  glicerol	  entre	   sementales	   (Alvarenga	  y	   col.,	   2003),	  que	  podría	  estar	   relacionada	  en	  parte	  con	   la	   variabilidad	  en	   la	   fluidez	  de	  membrana	  de	   los	   espermatozoides	   ya	  que	   se	  sabe	   que	   el	   glicerol	   afecta	   directamente	   a	   esta	   fluidez	   (Hammerstedt	   y	   Graham,	  1992).	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El	   principal	   efecto	   tóxico	   del	   glicerol	   parece	   estar	   desencadenado	   por	   el	  estrés	  osmótico	  producido	  durante	  su	  incorporación	  y	  eliminación	  en	  las	  fases	  de	  congelación	   y	   descongelación	   (Gao	   y	   col.,	   1995;	   Ball	   y	   Vo,	   2001;	   Squires	   y	   col.,	  2004),	   por	   lo	   que	   se	   ha	   propuesto	   el	   uso	   de	   crioprotectores	   alternativos	  permeables	   de	   menor	   peso	   molecular	   y	   viscosidad	   y	   mayor	   permeabilidad	   que	  desencadenan	  un	  menor	   estrés	   osmótico	   y	   una	  menor	   formación	  de	   cristales	   de	  hielo	   intracelulares	   (Ogier	   y	   col.,	   1999;	   Ball	   y	   Vo,	   2001;	   Squires	   y	   col.,	   2004;	  Bianchi	  y	  col.,	  2008).	  	  	  
4.2.1.2.2	  Crioprotectores	  Permeables	  Alternativos	  Entre	  estos	  crioprotectores	  alternativos	  destacan	  los	  pertenecientes	  al	  grupo	  de	  las	  amidas	  que	  han	  sido	  utilizadas	  como	  crioprotectores	  de	  semen	  únicos	  o	  en	  combinaciones	  con	  glicerol	  en	  cánidos	  (Futino	  y	  col.,	  2010),	  porcino	  (Bianchi	  y	  col.,	  2008),	  aves	  (Tselutin	  y	  col.,	  1999),	  peces	  (Ogier	  y	  col.,	  1999)	  y	  équidos	  (Fahy	  y	  col.,	  1990;	  Alvarenga	  y	  col.,	  2000a;	  Graham,	  2000;	  Medeiros	  y	  col.,	  2002;	  Squires	  y	  col.,	  2004)	  para	  disminuir	  el	  efecto	  tóxico	  del	  glicerol	  y	  mejorar	  la	  motilidad,	  viabilidad	  y	  fertilidad	  del	  semen	  congelado-­‐descongelado.	  	  Las	   amidas	   que	   mejores	   resultados	   han	   dado	   para	   su	   uso	   como	  crioprotectores	   en	   semen	   equino	   son	   la	   dimetilformamida	   (DMF)	   y	  metilformamida	   (MF)	   con	   un	   peso	   molecular	   de	   73,09g/mol	   50,07g/mol	  respectivamente	  (Alvarenga	  y	  col.,	  2005).	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Los	   primeros	   estudios	   que	   utilizaron	   las	   amidas	   como	   crioprotectores	  alternativos	   al	   glicerol	   en	   la	   congelación	   de	   semen	   equino	   mostraron	   una	  superioridad	   o	   igualdad	   al	   glicerol,	   principalmente	   DMF	   y	  MF	   (Alvarenga	   y	   col.,	  2000a;	   Graham,	   2000;	   Squires	   y	   col.,	   2004),	   encontrándose	   además	   que	   la	  acetamida	   resultó	   tóxica	   (Graham,	   2000).	   Estudios	   posteriores,	   encabezados	   por	  investigadores	  brasileños,	  han	  encontrado	  una	  superioridad	  en	  la	  utilización	  de	  las	  amidas	  solas	  o	  en	  combinación	  con	  glicerol	  como	  crioprotectores	  de	  semen	  equino	  respecto	  al	  uso	  del	  glicerol	  de	  forma	  exclusiva	  (Gomes	  y	  col.,	  2002;	  Medeiros	  y	  col.,	  2002;	  Moffet	  y	  col.,	  2003;	  Alvarenga	  y	  col.,	  2005;	  Morillo	  Rodríguez	  y	  col.,	  2012).	  	  	  Sin	  embargo,	  otros	  autores	  no	  han	  encontrado	  tal	  superioridad,	  al	  obtener	  los	  mismos	   resultados	   con	   el	   uso	   de	   glicerol	   como	   crioprotector	   único	   (Vidament	   y	  col.,	  2002).	  	  	  El	   uso	   de	   otras	   amidas	   como	   la	   acetamida,	   formamida,	   dimetilamida	   y	  metilacetamida	   como	   crioprotectores	   de	   semen	   equino	   no	   ha	   dado	   buenos	  resultados	  (Graham,	  2000;	  Squires	  y	  col.,	  2004),	  probablemente	  por	  su	  mayor	  peso	  molecular	  (Alvarenga	  y	  col.,	  2005).	  	  	  Además	   parece	   que	   el	   uso	   de	   amidas	   como	   crioprotectores	   incrementa	   la	  viabilidad	  del	  semen	  equino	  en	  el	  tracto	  genital	  femenino	  con	  respecto	  al	  glicerol	  y	  mejora	  la	  fertilidad	  del	  semen	  criopreservado	  respecto	  al	  uso	  de	  glicerol	  incluso	  en	  équidos	  con	  buena	  tolerancia	  a	  la	  criopreservación	  (Alvarenga	  y	  col.,	  2003).	  Su	  uso	  permite	  reducir	  la	  variabilidad	  individual	  y	  racial	  en	  la	  motilidad	  e	  integridad	  de	  la	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membrana	   en	   los	   análisis	   postdescongelación,	  mejorándose	   estas	   características	  principalmente	   en	   caballos	   clasificados	   como	   “malos	   congeladores”	   (Alvarenga	   y	  col.,	  2003,	  2005).	  	  El	   uso	   de	   otros	   crioprotectores	   permeables	   alternativos	   al	   glicerol	   como	  aquellos	   pertenecientes	   al	   grupo	   de	   los	   alcoholes	   (Ashwood-­‐Smith,	   1987)	   no	   ha	  sido	  tan	  estudiado	  para	  el	  semen	  equino.	  Para	  el	  dimetil-­‐sulfóxido	  (DMSO)	  destaca	  el	  trabajo	  de	  Ball	  y	  Vo	  (2001)	  que	  determina	  su	  efecto	  osmótico,	  o	  el	  de	  Chenier	  y	  colaboradores	   (1998)	  quienes	  obtuvieron	  mejores	   resultados	  con	  DMSO	  que	  con	  glicerol	   en	   un	   grupo	   de	   sementales	   que	   no	   congelaban	   bien	   con	   el	   glicerol.	   Sin	  embargo,	  el	  estudio	  de	  Alvarenga	  y	  colaboradores	  (2000a)	  determinó	  que	  el	  DMSO	  no	   era	   efectivo	   para	   proteger	   a	   los	   espermatozoides	   equinos	   del	   daño	   sufrido	  durante	  el	  proceso	  de	  criopreservación.	  En	  el	  caso	  del	  etilenglicol	  varios	  autores	  lo	  han	   propuesto	   como	   sustituto	   del	   glicerol	   sólo	   o	   en	   combinación	   con	   éste	   a	   las	  mismas	  concentraciones	  que	  las	  usadas	  con	  el	  glicerol	  con	  efectos	  crioprotectores	  similares	  (Alvarenga	  y	  col.,	  2000b;	  Henry	  y	  col.,	  2002;	  Squires	  y	  col.,	  2004).	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4.2.2	  Diluyentes	  de	  Congelación:	  	   La	   mayoría	   de	   los	   diluyentes	   de	   congelación	   seminal	   tradicionalmente	  usados	  se	  basaban	  en	  	  el	  diluyente	  de	  semen	  	  descrito	  por	  Kenney	  y	  colaboradores	  en	  1975	  y	  presentaban	  una	  mezcla	  de	   sales	  minerales,	   azúcares,	  EDTA,	   yema	  de	  huevo	   y/o	   leche	   desnatada	   y	   glicerol.	   Entre	   ellos	   destacan	   el	   Lactosa-­‐EDTA	   y	  posteriores	  modificaciones	  del	  mismo	  (Martin	  y	  col.,	  1979;	  Tischner	  ,	  1979);	  o	  las	  adaptaciones	   del	   INRA82®	   (Palmer,	   1984;	   Magistrini	   y	   Vidament,	   1992)	   cuyas	  composiciones	  pueden	  verse	  en	  la	  Tabla	  2.	  	  
Tabla	  2.	  Composición	  de	  los	  diluyentes	  de	  congelación	  de	  semen	  equino	  tradicionales	  (extraído	  de	  Hoogewijs,	  2010).	  	  El	   uso	   de	   productos	   de	   origen	   animal	   presenta	   una	   serie	   de	   riesgos	   y	  limitaciones	   sanitarias	   además	   de	   una	   serie	   de	   complicaciones	   técnicas	   (Pillet	   y	  col.,	  2011,	  2012)	  que	  han	  determinado	  que	  la	  investigación	  se	  haya	  centrado	  en	  su	  sustitución	  por	  otros	  medios	  o	  sustancias	  con	  dichas	  características	  protectoras.	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En	   este	   sentido,	   a	   partir	   del	   INRA82®,	   diluyente	   cuya	   base	   es	   la	   leche	  desnatada,	  se	  produjo	  el	  diluyente	  comercial	  INRA96®	  que	  sustituía	  la	  leche	  por	  la	  fracción	   purificada	   de	   las	   caseínas	   presentes	   en	   la	   leche.	   La	   utilización	   del	  diluyente	  INRA96®	  modificado	  (suplementado	  con	  2%	  de	  yema	  de	  huevo	  y	  2,5%	  de	  glicerol)	  para	  la	  congelación	  de	  semen	  equino	  mostró	  mejores	  resultados	  que	  la	  del	  INRA82®	  para	  congelar	  (Pillet	  y	  col.,	  2008).	  	  	  Lo	  mismo	  ha	  ocurrido	  con	  el	  uso	  del	  huevo	  en	  los	  diluyentes	  de	  congelación,	  ya	  que	  su	  incorporación	  en	  forma	  de	  yema	  de	  huevo	  completa	  supone	  una	  serie	  de	  problemas	   por	   la	   posible	   introducción	   de	   entotoxinas	   que	   podrían	   dañar	   los	  espermatozoides	   (Bousseau	   y	   col.,	   1998;	   Gil	   y	   col.,	   2003)	   y	   por	   su	   elevada	  composición	   lipídica	   y	   presencia	   de	   partículas	   groseras	   que	   interfieren	   en	   el	  análisis	  seminal	  (Watson	  y	  Martin,	  1975).	  Todo	  ello	  ha	  determinado	  que	  se	  hayan	  realizado	   estudios	   con	  yema	  de	  huevo	   clarificada	  mediante	  ultracentrifugación	   a	  1000g	   (Pace	   y	   Graham,	   1974;	   Torres-­‐Boggino	   y	   col.,	   1995),	   incorporada	   en	   el	  diluyente	  Kenney´s	  modificado	  de	  1992	  (Burns,	  1992)	  o	  en	  el	  Gent®.	  O	  con	  plasma	  de	  yema	  de	  huevo	  esterilizada	  obtenido	  por	  ultracentrifugación,	  que	  ha	  mostrado	  aportar	   las	   mismas	   características	   postdescongelación	   in	   vitro	   y	   de	   fertilidad	   in	  
vivo	   que	   la	  yema	  de	  huevo	  completa	   (Pillet	  y	   col.,	  2011).	  Este	  último	  estudio	  dio	  como	   resultado	   la	   creación	   del	   diluyente	   comercial	   InraFreeze®	   a	   partir	   del	  INRA96®	  modificado,	  en	  el	  que	   la	  yema	  de	  huevo	  completa	  era	  sustituida	  por	  el	  plasma	  de	  huevo	  esterilizado,	  creando	  este	  diluyente	  comercial	  listo	  para	  su	  uso	  y	  sin	  riesgos	  sanitarios	  (Pillet	  y	  col.,	  2011).	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El	   equipo	   francés	  ha	   continuado	  con	   la	   investigación	  e	   identificación	  de	   los	  liposomas	  y	  lipoproteínas	  crioprotectoras	  presentes	  en	  la	  yema	  de	  huevo	  para	  su	  futura	   incorporación	   en	   los	   diluyentes	   comerciales	   de	   congelación	   de	   semen	  equino,	   aunque	   aún	   queda	   profundizar	   el	   estudio	   en	   este	   campo	   (Pillet	   y	   col.,	  2012).	  	  	  También	   se	   ha	   investigado	   en	   la	   sustitución	   de	   estos	   productos	   de	   origen	  animal	   por	   otros	   de	   origen	   vegetal	   como	   las	   lecitinas	   de	   soja	   que	   han	   sido	  estudiadas	   para	   la	   criopreservación	   de	   semen	   de	   toro	   (Aires	   y	   col.,	   2003),	  habiéndose	   realizado	   diluyentes	   comerciales	   de	   congelación	   de	   semen	   como	   el	  AndroMed®.	  Sin	  embargo,	  el	  reemplazo	  en	  el	  diluyente	  INRA82®	  modificado	  de	  la	  yema	  de	  huevo	  por	  lecitinas	  de	  soja	  no	  produjo	  diferencias	  significativas	  ni	  en	  las	  características	  postdescongelación	  ni	  en	  las	  tasas	  de	  fertilidad	  (Ricker	  y	  col.,	  2006).	  	  Todos	   los	   diluyentes	   comerciales	   de	   congelación	   para	   semen	   equino	  previamente	   citados	   presentan	   glicerol	   como	   crioprotector.	   En	   este	   sentido	  investigadores	   brasileños	   han	   estudiado	   la	   incorporación	   de	   amidas	   en	   sus	  diluyentes	   de	   congelación	   encontrando	   una	   superioridad	   de	   estos	   frente	   a	  diluyentes	  que	  presentan	  únicamente	  glicerol	  (Gomes	  y	  col.,	  2002;	  Medeiros	  y	  col.,	  2002;	  Papa	  y	  col.,	  2002;	  Alvarenga	  y	  col.,	  2005).	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A	   partir	   de	   estas	   investigaciones	   se	   creó	   el	   diluyente	   comercial	   Botucrio®	  que	  presenta	  un	  1%	  de	  glicerol	  y	  un	  4%	  de	  MF	  como	  crioprotectores	  además	  de	  yema	   de	   huevo	   (Melo	   y	   col.,	   2007;	   Terraciano	   y	   col.,	   2008).	   En	   el	   caso	   del	  Botucrio®	   la	   sustitución	   de	   la	   yema	   de	   huevo	   por	   lecitinas	   de	   soja	   no	   obtuvo	  buenos	  resultados	  al	  no	  mejorarse	  las	  características	  postdescongelación	  e	  incluso	  afectar	  negativamente	  las	  tasas	  de	  fertilidad	  (Papa	  y	  col.,	  2010).	  
	  
4.3	  Equilibrado,	  Refrigeración,	  Congelación	  y	  Almacenamiento	  En	   una	   gran	   mayoría	   de	   los	   casos	   es	   necesaria	   una	   fase	   de	   refrigeración	   y	  equilibrado	  tras	  resuspender	  las	  células	  espermáticas	  en	  el	  diluyente	  de	  congelación	  (Sieme	  y	  col.,	  2008)	  para	  permitir	  una	  cierta	  deshidratación	  y	  estabilización	  de	   las	  células	  espermáticas,	  debido	  a	  las	  diferencias	  de	  permeabilidad	  y	  peso	  molecular	  de	  los	   crioprotectores	   respecto	   a	   las	   soluciones	   fisiológicas	   (Papa	   y	   col.,	   2002).	   En	  cuanto	  a	  las	  tasas	  o	  curvas	  de	  congelación	  para	  semen	  equino,	  presentan	  unos	  rangos	  de	   entre	   los	   20°	   a	   los	   100°C	   por	   minuto	   (Devireddy	   y	   col.,	   2002a,	   2002b).	   En	  cualquier	  caso,	  tanto	  las	  tasas	  de	  equilibrado	  y	  refrigeración	  como	  las	  de	  congelación	  deben	   adaptarse	   a	   la	   composición	   del	   medio	   de	   congelación	   utilizado	   (tipo	   y	  concentración	   de	   crioprotectores	   principalmente)	   para	   optimizar	   los	   resultados	  obtenidos.	  	  	  El	  protocolo	  de	  congelación	  inicialmente	  propuesto	  por	  Palmer	  en	  1984	  para	  el	  diluyente	  INRA82®	  determinaba	  la	  dilución	  del	  semen	  en	  INRA82®	  +	  2%	  yema	  de	  huevo	  a	  37°C,	  enfriamiento	  hasta	  22°C	  en	  10	  minutos,	  refrigeración	  hasta	  4°C	  en	   60	   minutos	   (velocidad	   de	   -­‐0,55°C/min)	   y	   centrifugación	   a	   4°C	   para	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posteriormente	  resuspender	  el	  pellet	  en	  el	  INRA82®	  de	  congelación	  (INRA82®	  +	  2%	  yema	  de	  huevo	  +	  2,5%	  glicerol)	  dejando	  que	  se	  equilibrara	  a	  esta	  temperatura	  durante	   50-­‐60	   minutos	   para	   proceder	   a	   la	   congelación	   mediante	   congelador	  automático	  a	  una	  tasa	  de	  -­‐60°C/min	  hasta	  los	  -­‐140°C	  o	  disponiendo	  las	  pajuelas	  a	  4cm	  sobre	  vapores	  de	  nitrógeno	  líquido	  durante	  10	  minutos,	  para	  posteriormente	  sumergirlas	  en	  el	  nitrógeno	  líquido.	  A	  partir	  de	  este	  protocolo	  se	  fueron	  haciendo	  modificaciones	  (Vidament	  y	  col.,	  2000)	  para	  finalizar	  recomendando	  una	  primera	  dilución	   en	   INRA82®	   +	   2%	   yema	   de	   huevo	   a	   37°C,	   centrifugación	   y	   adición	   del	  diluyente	  de	  congelación	  (INRA82®	  de	  congelación)	  a	  22°C,	  refrigeración	  lenta	  	  en	  80	  minutos	  hasta	  4°C	   (-­‐0,2°C/min),	   empajuelado	  a	  4°C	  y	   congelación	  durante	  10	  min	  a	  4	  cm	  sobre	  vapores	  	  de	  nitrógeno	  o	  en	  congelador	  programable	  a	  -­‐60°C/min	  	  hasta	  los	  -­‐140°C	  para	  posteriormente	  sumergir	  las	  pajuelas	  en	  el	  nitrógeno	  líquido	  (Vidament	  y	  col.,	  2001).	  Este	  mismo	  protocolo	  es	  el	  sugerido	  para	  los	  diluyentes	  de	  congelación	  del	   grupo	   francés	  que	   se	  desarrollaron	  posteriormente:	   el	   INRA96®	  modificado	   para	   congelar	   (INRA96®	  +	   yema	   de	   huevo	   +	   glicerol)	   y	   el	   diluyente	  comercial	  INRAFREEZE®.	  	  En	  cuanto	  al	  diluyente	  Lactosa-­‐EDTA	  modificado	  (Martin	  y	  col.,	  1979),	  tras	  la	  centrifugación,	   dilución	   y	   el	   equilibrado	   a	   22°C,	   se	   describe	   proceder	   a	   la	  congelación	  directa	  de	  las	  pajuelas	  en	  vapores	  de	  nitrógeno	  líquido	  a	  una	  velocidad	  de	   -­‐60°C/min	  o	   en	   congelador	   automático	   y	  posterior	   inmersión	   en	   el	   nitrógeno	  sin	   periodo	   de	   refrigeración	   o	   equilibrado	   previo	   (Silva	   y	   col.,	   1997),	   aunque	  también	   se	   han	   propuesto	   periodos	   de	   refrigeración	   previa	   lentos	   de	  aproximadamente	  -­‐0,1°C/min	  (Heitland	  y	  col.,	  1996).	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Como	   en	   el	   caso	   del	   diluyente	   Lactosa-­‐EDTA,	   para	   el	   diluyente	   GENT®	   se	  	  han	  estudiado	  protocolos	  con	  curvas	  de	  congelación	  rápida	  sin	  pasar	  por	  periodo	  de	  refrigeración	  previo	  (Vlasiu	  y	  col.,	  2008)	  o	  bien	  curvas	  de	  refrigeración	   lentas	  con	   periodo	   de	   refrigeración	   hasta	   los	   5°C	   a	   -­‐0,3/-­‐0,5°C/min	   y	   posterior	  congelación	  (Miró	  y	  col.,	  	  2003;	  Vlasiu	  y	  col.,	  2008).	  	  	  Para	   el	   diluyente	   Botucrio®,	   que	   incorpora	   como	   crioprotectores	   la	   amida	  metilformamida	  además	  de	  glicerol,	  se	  recomienda	  un	  periodo	  de	  refrigeración	  de	  20	   minutos	   a	   5°C	   previo	   a	   la	   congelación	   para	   optimizar	   las	   características	  seminales	  postdescongelación	  obtenidas	  (Alvarenga	  y	  col.,	  2005).	  Posteriormente	  se	  suelen	  usar	  las	  mismas	  curvas	  de	  congelación	  citadas	  anteriormente,	  -­‐60°C/min	  para	  después	  sumergir	   las	  pajuelas	  en	  el	  nitrógeno	   líquido,	  aunque	  se	  han	  usado	  velocidades	   de	   congelación	   de	   hasta	   -­‐70°C/min	   	   sin	   que	   disminuya	   la	   capacidad	  crioprotectora	  de	  las	  amidas	  (Alvarenga	  y	  col.,	  2005).	  	  
	  
4.3.1	  Sistemas	  de	  Congelación:	  
4.3.1.1	  Sistema	  Convencional	  en	  Nitrógeno	  Líquido	  El	   sistema	   convencional	   de	   congelación	   recomienda	   disponer	   las	   pajuelas	  horizontalmente	  3-­‐6	  cm	  por	  encima	  del	  nivel	  de	  nitrógeno	  (en	  vapores)	  durante	  7-­‐20	   minutos	   (Amann	   y	   Pickett,	   1987;	   Vidament	   y	   col.,	   2001;	   Papa	   y	   col.,	   2002),	  habiendo	   una	   variación	   en	   el	   ritmo	   de	   congelación	   según	   la	   altura	   a	   la	   que	   se	  coloquen,	  aunque	  generalmente	   la	  velocidad	  es	  alta	  y	  de	  alrededor	  de	  -­‐60°C/min	  (Amann	  y	  Pickett,	  1987)	  y	  al	  llegar	  a	  -­‐140°C	  sumergirlas	  en	  el	  nitrógeno	  a	  -­‐196°C	  (Cochran	  y	  col.,	  1984).	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Este	   sistema	   presenta	   las	   ventaja	   de	   ser	   económico,	   sencillo	   y	   requerir	   un	  menor	  coste	  de	  equipamiento	  y	  de	  gasto	  de	  nitrógeno	  líquido	  (Clulow	  y	  col.,	  2007).	  	  
4.3.1.2	  Sistema	  Automatizado	  de	  Congelación	  Existen	  sistemas	  automatizados	  de	  congelación	  y	  en	  este	  caso	  normalmente	  se	   usan	   curvas	   de	   congelación	   que	   combinan	   varias	   velocidades,	   de	   -­‐10°C/min	  entre	  los	  20°C	  y	  los	  -­‐15°C	  y	  una	  segunda	  velocidad	  entre	  los	  -­‐15°C	  y	  los	  -­‐120°C	  de	  unos	  -­‐25°C/min	  a	  -­‐60°C/min	  (Cristanelli	  y	  col.,	  1985;	  Magistrini	  y	  Vidament,	  1992;	  Samper	  y	  Morris,	  1998)	  para	  luego	  sumergir	  las	  pajuelas	  en	  nitrógeno	  líquido.	  En	  este	  sistema	  la	  tasa	  de	  congelación	  es	  más	  uniforme	  al	  tener	  un	  mayor	  control	  de	  la	  temperatura	  (Barros	  y	  col.,	  	  2008)	  lo	  que	  se	  ha	  relacionado	  con	  una	  mayor	  calidad	  seminal	  postdescongelación	  respecto	  a	  la	  congelación	  con	  el	  sistema	  convencional	  (Clulow	  y	  col.,	  2007).	  Algunos	  autores	  no	  han	  encontrado	  diferencias	  entre	  ambos	  sistemas	  de	  criopreservación	  (Cristanelli	  y	  col.,	  1985).	  	  
4.3.1.3	  Otros	  Sistemas	  de	  Congelación	  El	   Sistema	   de	   Congelación	   Rápida	   UFT,	   desarrollado	   inicialmente	   para	   la	  industria	  alimentaria,	  pero	  usado	  posteriormente	  en	  muestras	  seminales,	  obtiene	  valores	  de	  motilidad	  progresiva	  postdescongelación	  similares	  a	  los	  obtenidos	  con	  el	   sistema	   convencional	   en	   nitrógeno	   líquido	   (Goolsby	   y	   col.,	   2004).	   El	   Sistema	  Multigradiente	  Térmico	  MTG,	  del	  que	  se	  disponen	  datos	  limitados	  sobre	  fertilidad	  (Arav	  y	  col.,	  2002)	  o	  la	  Ultracongelación	  a	  -­‐152°C	  (Álamo	  y	  col.,	  2005).	  
	  
	  
Tesis	  Doctoral	  	  
“Optimización	  de	  las	  técnicas	  de	  acondicionamiento	  del	  semen	  equino	  para	  los	  procesos	  de	  conservación	  seminal”	  
	   95	  
4.4	  Envasado	  El	   envasado	   se	   puede	   realizar	   en	  macropajuelas	   de	   4	   ó	   5ml	   (Martin	   y	   col.,	  1979;	   Blanchard	   y	   col.,	   1998;	   Love	   y	   col.,	   1989;	   Samper	   y	   Morris	   1998),	   en	  micropajuelas	  de	  1ml	   (Cochran	  y	  col.,	  1983),	   en	  pajuelas	  de	  0,5ml	  que	  es	   lo	  más	  frecuente	   (Loomis	   y	   col.,	   1983)	   o	   en	   pajuelas	   de	   0,25ml.	   El	   enfriamiento	   es	  más	  uniforme	   y	   eficiente	   en	   las	   micropajuelas,	   principalmente	   en	   las	   de	   0,5ml	   para	  semen	   equino	   (Graham,	   1996),	   aunque	   se	   requieren	   varias	   pajuelas	   para	  completar	   una	   dosis	   de	   inseminación.	   Nascimento	   y	   colaboradores	   (2008)	   no	  encontraron	   diferencias	   en	   las	   características	   espermáticas	   postdescongelación	  entre	  las	  dosis	  de	  semen	  equino	  congeladas	  en	  pajuelas	  de	  0,5ml	  o	  0,25ml.	  	  	  
4.5	  Descongelación	  Existen	  varios	  protocolos	  de	  descongelación	  de	  dosis	  seminales	  (Vidament	  y	  col.,	   2001),	   pero	   en	   cualquier	   caso	   dependen	   del	   sistema	   de	   envasado	   y	   de	   la	  velocidad	   de	   congelación	   (Samper,	   2000).	   Normalmente	   se	   recomiendan	  protocolos	  de	  descongelación	  de	  las	  micropajuelas	  mediante	  inmersión	  en	  baño	  a	  37°C	  durante	  0,5	  o	  1	  minutos	  (Loomis	  y	  col.,	  1983;	  Vidament	  y	  col.,	  2001)	  aunque	  algunos	  autores	  han	  propuesto	  temperaturas	  mayores	  de	  75°C	  durante	  7	  segundos	  seguidos	   de	   al	   menos	   15	   segundos	   a	   37°C	   (Cochran	   y	   col.,	   1984).	   Para	   las	  macropajuelas	  de	  5	   o	  2,5ml	   se	  usan	   temperaturas	  de	  50°C	  durante	  45	   segundos	  (Martin	  y	  col.,	  1979;	  Heitland	  y	  col.,	  1996;	  Samper	  y	  Morris,	  1998).	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6.	  Técnicas	  de	  Selección	  Espermática	  A	  diferencia	  de	   las	  técnicas	  de	  separación	  espermática	  que	  sólo	  separan	   los	  espermatozoides	   del	   plasma	   seminal,	   las	   técnicas	   de	   selección	   espermática	  seleccionan	   además	   una	   subpoblación	   de	   espermatozoides	   según	   sus	  características	   (Morrell	   y	   Rodríguez-­‐Martínez,	   2009),	   imitando	   en	   cierta	  medida	  los	  métodos	  de	  selección	  espermática	  naturales	  del	  tracto	  reproductivo	  de	  la	  yegua	  que	  tienen	  como	  objetivo	  permitir	  que	  sólo	  los	  espermatozoides	  morfológicamente	  normales,	  con	  membranas	  intactas	  y	  cromatina	  espermática	  íntegra	  pasen	  a	  través	  del	  oviducto	  y	  fertilicen	  el/los	  oocito/s	  (Morrell,	  2012).	  	  	   Existen	  varios	  métodos	  de	  selección	  espermática:	  
§ Técnicas	  de	  Migración	  Espermática	  (Swim	  Up,	  Swim	  Down)	  
§ Técnicas	  de	  Adherencia	  Espermática	  (Woll	  glass,	  Glass	  beads,	  Sephadex	  filtration)	  
§ Técnicas	  de	  Centrifugación	  Coloidal	  	  
6.1	  Técnicas	  de	  Migración	  Espermática	  Se	  basan	  en	  la	  habilidad	  de	  los	  espermatozoides	  mótiles	  de	  moverse	  o	  migrar	  activamente	   hacia	   un	   medio	   selectivo	   de	   diferente	   composición	   al	   que	   se	  encuentran	   (Morrell	   y	   Rodríguez-­‐Martínez,	   2009).	   Los	   espermatozoides	   son	  seleccionados	  por	  tanto	  en	  base	  a	  su	  motilidad	  y	  no	  a	  su	  morfología,	  integridad	  del	  acrosoma	  o	  cromatina	  o	  viabilidad	  (Sonfai	  y	  col.,	  2002).	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Según	   donde	   situemos	   la	   población	   espermática	   original	   (semen	   diluido)	  respecto	   al	   medio	   selectivo	   (encima/debajo	   del	   mismo)	   se	   diferenciará	   entre	   la	  técnica	  Swim	  up	  y	  Swim	  down	  respectivamente.	   	  El	  problema	  es	  que	  las	  tasas	  de	  recuperación	  espermática	  son	  muy	  bajas	  (10-­‐20%)	  por	  lo	  que	  esta	  técnica	  sólo	  es	  útil	   en	   los	   casos	   en	   que	   se	   requiera	   un	   muy	   bajo	   número	   de	   espermatozoides	  motiles	  (IVF,	  ICSI	  o	  IA	  histeroscópica	  de	  baja	  dosis)	  (Morrell	  y	  Rodríguez-­‐Martínez,	  2009).	  Además	  clásicamente	  esta	  técnica	  se	  aplicaba	  sobre	  el	  pellet	  obtenido	  tras	  centrifugación	  lo	  que	  afectaba	  negativamente	  	  la	  calidad	  resultante	  no	  sólo	  por	  la	  técnica	   de	   centrifugación	   en	   sí	   sino	   también	   porque	   en	   el	   pellet	   resultante	   los	  espermatozoides	  se	  concentraban	   junto	  a	  detritus	  que	   favorecen	   la	   liberación	  de	  EROs	  (Henkel	  y	  Schill,	  2003).	  Para	  evitar	  este	  efecto	  se	  desarrolló	  la	  técnica	  sobre	  semen	  diluido.	  	   A	   la	   técnica	   de	  migración	   swim	  up	   sobre	   semen	   diluido	   puede	   combinarse	  una	   técnica	   de	   sedimentación,	   con	   una	   selección	   de	   espermatozoides	   mótiles	  buena	  pero	  de	  uso	  menos	  extendido	  y	  cuyo	  rendimiento	  sigue	  siendo	  bajo	  (Henkel	  y	  Schill,	  2003).	  	  
6.2	  Técnicas	  de	  Adherencia	  Espermática	  (Filtración)	  Esta	  técnica	  fue	  descrita	  por	  primera	  vez	  por	  Paulson	  y	  Polakoski	  en	  1977.	  Se	  basa	  en	  la	  mayor	  tendencia	  que	  presentan	  los	  espermatozoides	  muertos	  o	  dañados	  de	   adherirse	   a	   los	   gránulos	   de	   polisacáridos	   que	   forman	   los	   filtros	   (Stubbings	   y	  Wosik,	   1991;	   Crabo	   y	   col.,	   1992),	   dejando	   que	   los	   espermatozoides	   con	   la	  membrana	   plasmática	   y	   acrosomal	   intactas	   pasen	   a	   través	   de	   las	   columnas	   de	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polisacáridos,	   incrementando	   por	   tanto	   la	   calidad	   de	   la	   muestra	   resultante	  (Bussalleu	  y	  col.,	  2008).	  En	  équidos	  esta	  técnica	  se	  ha	  correlacionado	  con	  aumento	  de	  la	  fertilidad	  (Choi	  y	  col.,	  2006).	  	   Se	  pueden	  procesar	  grandes	  volúmenes	  de	  semen	  pero	  uno	  de	  los	  problemas	  más	  importantes	  es	  que	  estas	  columnas	  permiten	  el	  paso	  de	  detritus,	  leucocitos	  y	  del	   plasma	   seminal,	   por	   lo	   que	   se	   necesita	   una	   centrifugación	   posterior	   para	  concentrar	   los	   espermatozoides	   (Henkel	   y	   Schill,	   2003)	   o	   utilizar	   filtros	   que	  permitan	  incrementar	  la	  concentración	  espermática	  (Alvarenga	  y	  col.,	  2010).	  	  
6.3	  Técnicas	  de	  Centrifugación	  Coloidal	  (CC)	  Dentro	   de	   las	   técnicas	   de	   selección	   espermática	   ésta	   es	   la	   única	   usada	   de	  rutina	   en	   la	   clínica	   reproductiva	   equina	   (Morrell,	   2012)	   y	   de	   la	   que	   existen	  más	  estudios.	  En	  este	  tipo	  de	  técnicas	  se	  utiliza	  una	  suspensión	  de	  partículas	  coloidales	  que	  se	  coloca	  en	  un	  tubo	  de	  centrifugación	  formando	  un	  gradiente	  continuo	  o	  dos	  capas	   (una	   con	  un	  40-­‐45%	  de	   coloide	   	   y	   otra	   con	  un	  80-­‐90%	  de	   coloide).	   Sobre	  éstas	   se	   coloca	   el	   semen	   y	   se	   procede	   a	   la	   centrifugación	   haciendo	   que	   los	  espermatozoides	   se	   separen	   en	   subpoblaciones	   con	   diferentes	   gravedades	  específicas,	   según	  su	  punto	   isopícnico	  (Pretlow	  y	  Pretlow,	  1989;	  Edomond	  y	  col.,	  2012)	  de	  modo	  que	  la	  mayoría	  de	  los	  espermatozoides	  normales	  pasarán	  a	  través	  de	  estos	  gradientes	  y	  se	  situarán	  en	  el	  pellet	  en	  el	  fondo	  del	  tubo	  mientras	  que	  la	  mayoría	   de	   los	   espermatozoides	   no	   mótiles	   o	   anormales,	   células	   germinales	  prematuras,	  otras	  células,	  plasma	  seminal	  y	  diluyente	  utilizado	  se	  quedarán	  o	  en	  la	  interfase	  entre	  los	  dos	  gradientes	  o	  sobre	  estos	  (Edmond	  y	  col.,	  2012).	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Este	   tipo	   de	   gradientes	   de	   densidad	   presentan	   más	   ventajas	   que	   otros	  métodos	  de	  separación	  espermática	  puesto	  que	  (Edmond	  y	  col.,	  2012):	  
o Las	  partículas	  de	  sílica	  no	  penetran	  en	  las	  membranas	  espermática,	  por	  lo	  que	  no	  causan	  tanto	  estrés	  osmótico.	  	  
o Pueden	   formularse	   para	   crear	  medios	   de	   gravedad	   específica	  muy	  elevada.	  
o Tienen	   una	   baja	   viscosidad	   que	   no	   impide	   la	   sedimentación	   de	   los	  espermatozoides	  seleccionados.	  	   Al	  principio	  comenzaron	  por	  utilizarse	  coloides	  consistentes	  en	  partículas	  de	  sílice	  recubiertas	  con	  polivinilpirrolidona	  (PVP)	  como	  el	  Percoll®	  que	  se	  mezclaba	  con	  soluciones	  de	  sales	  para	  lograr	  diferentes	  densidades	  para	  formar	  el	  gradiente	  de	  densidad	  (Morrell,	  2012).	  	  	  Sin	   embargo,	   la	   potencial	   toxicidad	   potencial	   de	   los	   PVP	   para	   los	  espermatozoides	  y	  la	  elevada	  presencia	  de	  endotoxinas	  en	  algunos	  lotes	  restringió	  su	   uso	   a	   fines	   no	   clínicos	   desde	   el	   año	   1996	   (Avery	   y	   Greve,	   1995;	   Mortimer,	  2000),	   limitando	   la	  difusión	  a	   gran	  escala	  de	   la	   centrifugación	   con	  gradientes	  de	  densidad	  en	  esta	  primera	  fase	  (Sieme	  y	  col.,	  2003;	  Loomis,	  2006).	  	  	  A	  mitad	  de	   los	   años	  90	   se	  desarrollaron	   los	   coloides	  de	  partículas	  de	   sílice	  recubiertas	   de	   silano	   (PureSperm®,	   Androcoll-­‐E®,	   Equipure®)	   que	   presentan	  unos	   niveles	   mucho	   más	   bajos	   de	   endotoxinas	   que	   las	   partículas	   de	   sílice	  recubiertas	  con	  PVP	  (Morrell,	  2012).	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Estos	   coloides	   son	   estables	   por	   largos	   periodos	   de	   tiempo	   en	   soluciones	  salinas	   y	   además	   pueden	   autoclavarse,	   lo	   que	   permitió	   la	   comercialización	   de	  productos	  preparados	  para	  su	  uso	  inmediato,	  ahorrando	  tiempo	  y	  homogenizando	  lo	  lotes	  (Mortimer,	  2000).	  Muchos	  estudios	  demostraron	  que	  estos	  productos	  son	  una	   buena	   alternativa	   al	   Percoll®	   (Centola	   y	   col.,	   1998;	   Claassens	   y	   col.,	   1998;	  Mousset-­‐Simeon	  y	  col.,	  2004).	  	   Para	   su	   procesado	   se	   coloca	   en	   primer	   lugar	   la	   capa	   de	   mayor	   densidad,	  encima	  de	   ésta	   la	   de	  menor	  densidad	  y	  después	   se	   coloca	   con	   cuidado	   el	   semen	  encima	  del	  coloide.	  Es	  mejor	  esta	  opción	  que	  inyectar	  el	  coloide	  debajo	  del	  semen	  por	  dos	  razones	  (Morrell,	  2012):	  -­‐ Colocar	   el	   semen	   en	   el	   fondo	   del	   tubo	   permite	   que	   los	   espermatozoides	  muertos,	  bacterias	  y	  otras	  fuentes	  de	  contaminación	  se	  peguen	  al	  fondo,	  en	  el	   lugar	   que	   posteriormente	   pasará	   a	   depositarse	   el	   pellet,	   lo	   que	   podría	  contaminar	  a	  los	  espermatozoides	  posteriormente	  seleccionados.	  Una	  eficiente	  selección	  sólo	  es	  factible	  si	  se	  logran	  una	  interfase	  clara	  entre	  el	  coloide	  y	  el	  semen	  antes	  de	  la	  centrifugación.	  Al	  inyectar	  el	  coloide	  bajo	  el	  semen	  se	  pierde	  integridad	  de	  esta	  interfase.	  	  Entre	  estos	  productos	  de	  CC	  está	  el	  EquiPure®	  que	  presenta	  un	  pH	  de	  7,4-­‐7,8,	   una	   osmolaridad	   de	   entre	   300-­‐320mOsm/Kg	   y	   unos	   niveles	   de	   endotoxinas	  menores	  a	  1UE/ml.	  Su	  	  incorporación	  en	  el	  protocolo	  de	  congelación	  de	  semen	  de	  caballos	   de	   razas	   como	   la	   PRE	   podría	   incrementar	   el	   éxito	   de	   esta	   técnica	   de	  manera	  considerable.	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El	  problema	  es	  que	   los	  protocolos	  comerciales	  originales	  para	  equinos	  eran	  difícilmente	  aplicables	  a	  la	  clínica	  ya	  que	  determinaban	  el	  uso	  de	  2	  ml	  de	  Bottom	  Layer,	  2	  ml	  de	  Top	  Layer	  y	  1	  ml	  de	  semen	  equino	  diluido	  con	  una	  concentración	  máxima	  de	   250	  millones/ml,	   utilizando	  para	   su	   centrifugación	   tubos	   de	   15	  ml	   o	  para	   grandes	   volúmenes	   de	   semen	   describían	   un	   protocolo	   con	   5	  ml	   de	   Bottom	  Layer,	  5	  ml	  de	  Top	  Layer	  y	  5	  ml	  de	  semen	  equino	  diluido	  con	  una	  concentración	  máxima	  de	  250	  millones/ml	  para	  centrifugar	  en	  tubos	  de	  50	  ml.	  Tras	  la	  colocación	  del	   coloide	   y	   del	   semen	   los	   tubos	   se	   centrifugan	  20	  min	   a	   300g	   eliminándose	   el	  sobrenadante	  y	  recuperando	  el	  pellet.	  
	   Por	  este	  motivo	  y	  por	  el	  tiempo	  y	  trabajo	  que	  llevaba	  preparar	  las	  diferentes	  capas	  comenzó	  a	  estudiarse	  la	  centrifugación	  coloidal	  monocapa	  como	  alternativa	  para	   procesar	   semen	   animal	   (Sieme	   y	   col.,	   2003;	   Morrell	   y	   col.,	   2008a,	   2008b,	  2009a,	  2009b,	  2009c;	  Thys	  y	  col.,	  2009;	  Edmond	  y	  col.,	  2012).	  	  
	   En	  reproducción	  asistida	  humana	  estos	  sistemas	  de	  selección	  espermática	  a	  través	  de	   la	  CC	   son	  muy	  utilizados	  para	   incrementar	   la	   capacidad	   fecundante	  de	  una	   muestra	   (Pertoft,	   2000;	   Edmond	   y	   col.,	   2012).	   En	   la	   clínica	   reproductiva	  equina	  puede	  ser	  muy	  útil	  si	  estamos	  ante	  un	  eyaculado	  de	  baja	  calidad	  o	  que	  se	  ha	  dañado	   durante	   la	   refrigeración/congelación	   (Sieme	   y	   col.,	   2003;	   Loomis,	   2006;	  Edmond	  y	  col.,	  2012),	  lo	  que	  hace	  que	  su	  uso	  esté	  recomendado	  para	  las	  técnicas	  de	   reproducción	   asistida	   y	   para	   aumentar	   la	   fertilidad	   de	   sementales	   subfértiles	  (Geraghty,	  2006;	  Edmond	  y	  col.,	  2008;	  Varner,	  2008).	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Los	  sistemas	  de	  CC	  permiten	  seleccionar	  los	  mejores	  espermatozoides	  (mejor	  morfología,	  motilidad	  y/o	  integridad	  de	  la	  cromatina	  espermática),	  incrementando	  la	  calidad	  seminal	  tanto	  para	  semen	  humano	  (Sakkas	  y	  col.,	  2000;	  Tomlinson	  y	  col.,	  2001;	  Brahem	  y	  col.,	  2011;	  Jayaraman	  y	  col.,	  2012),	  como	  semen	  equino	  en	  fresco	  (McPherson	  y	  col.,	  2002;	  Edmond	  y	  col.,	  2008;	   Johanisson	  y	  col.,	  2009;	  Morrell	  y	  col.,	   2009a,	   2009b,	   2009c,	   2009d,	   2012;	   Mari	   y	   col.,	   2011;	   Macías	   García	   y	   col.,	  2012b),	   refrigerado	   (Morrell	   y	   col.,	   2009e,	   2011a)	   y	   criopreservado	   con	  centrifugación	  coloidal	  antes	  de	   la	  congelación	  (Mancill	  y	  col.,	  2010;	  Hoogewijs	  y	  col.,	   2011;	  Macías	   García	   y	   col.,	   2012b)	   o	   tras	   descongelar	   (Macías	   García	   y	   col.,	  2009a,	   2009b;	  Mancill	   y	   col.,	   2010;	   Stuhtmann,	   2011).	   También	   se	   han	   utilizado	  para	  eliminar	  agentes	  patógenos	  del	  semen	  humano	  (Englert	  y	  col.,	  2004)	  y	  equino	  (Geraghty,	   2006;	   Morrell	   y	   Geraghty,	   2006;	   Johannisson	   y	   col.,	   2009;	   Ortega-­‐Ferrusola	  y	  col.,	  2009).	  	  	   	   En	  los	  últimos	  años	  se	  han	  incrementado	  el	  número	  de	  publicaciones	  sobre	  estudios	  de	   fertilidad	   in	  vivo	   evaluando	  el	   efecto	  de	   la	   centrifugación	   coloidal	   en	  semen	  equino.	  Son	  varios	  autores	  los	  que	  han	  determinado	  el	  aumento	  de	  las	  tasas	  de	   gestación	   principalmente	   en	   équidos	   subfértiles	   (Varner	   y	   col.,	   2008;	   Ayuso-­‐Hernando	  y	  col.,	  2011;	  Mari	  y	  col.,	  2011;	  Morrell	  y	  col.,	  2010a,	  2011a,	  2012;	  Macías	  García	  y	  col.,	  2012b).	  Sin	  embargo,	  Cerny	  y	  colaboradores	  (2012)	  no	  encontraron	  diferencias	   en	   las	   tasas	   de	   gestación	   entre	   dosis	   de	   semen	   de	   sementales	   con	  fertilidad	   normal	   descongeladas	   y	   seleccionadas	   por	   CC	   respecto	   a	   las	   no	  seleccionadas.	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También,	  se	  ha	  investigado	  el	  efecto	  de	  añadir	  plasma	  seminal	  después	  de	  la	  CC.	  Morrell	  y	  colaboradores	  (2012)	  determinaron	  que	  las	  características	  seminales	  respecto	   a	   la	  motilidad	   tras	   la	   centrifugación	   coloidal	  mejoraban	   si	   se	   añadía	  un	  5%	   de	   plasma	   seminal,	   sin	   embargo	   se	   afectaba	   negativamente	   los	   índices	   de	  fragmentación	   del	   ADN	   haciéndolos	   algo	   mayores	   e	   incrementándose	   más	  rápidamente	   en	   el	   tiempo	   si	   se	   añadía	   plasma	   seminal	   tras	   la	   centrifugación	  coloidal.	  La	  calidad	  seminal	  se	  veía	  fuertemente	  comprometida	  si	  se	  añadía	  plasma	  seminal	   en	   porcentajes	   por	   encima	   del	   10%	   tras	   la	   CC	   (Morrell	   y	   col.,	   2010b,	  2012).	  Así	  mismo,	   cuando	  se	  han	  estudiado	   las	   tasas	  de	  gestación	  se	  ha	  visto	  un	  efecto	   negativo	   en	   el	   hecho	   de	   añadir	   plasma	   seminal	   tras	   la	   centrifugación	   CC	  (Mari	  y	  col.,	  2011).	  	  	  
	  Foto	  2.	  Foto	  detalle	  del	  producto	  de	  centrifugación	  coloidal	  Equipure®	  (Bottom	  Layer)	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  Foto	  3.	  Foto	  detalle	  de	  la	  deposición	  del	  semen	  diluido	  sobre	  el	  coloide.	  	  
	  Foto	  4.	  Foto	  detalle	  de	  la	  separación	  limpia	  entre	  el	  semen	  y	  el	  coloide	  tas	  la	  deposición.	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  CAPÍTULO	  3:	  OBJETIVOS	  	  	   	  	   uestro	  objetivo	  general	  fue	  estudiar	  la	  optimización	  las	  técnicas	  
de	  acondicionamiento	  del	  semen	  equino	  para	  los	  procesos	  de	  
conservación	   seminal,	  específicamente	  a	  través	  de	  la	  técnica	  de	  selección	   espermática	   de	   centrifugación	   coloidal	   incrementando	   el	   éxito	  obtenido	  con	  ella.	  Para	  ello	  propusimos	  los	  siguientes	  objetivos	  particulares:	  
	  
Ø Estudiar	   la	   posibilidad	   de	   adaptar	   un	   protocolo	   de	   centrifugación	  coloidal	  del	  semen	  equino	  con	  EquiPure®	  que	  hiciera	  viable	  su	  uso	  en	  la	  mayoría	  de	  los	  Centros	  de	  Reproducción	  (Artículo	  1).	  
Ø Comparar	  el	  efecto	  y	  capacidad	  selectiva	  de	  la	  centrifugación	  simple	  y	  la	   centrifugación	   coloidal	   monocapa	   sobre	   la	   integridad	   de	   la	  cromatina	   espermática	   (sDFI)	   durante	   su	   evaluación	   dinámica,	   por	  incubación	  a	  37ºC	  durante	  24	  horas	  (Artículo	  2).	  
Ø Comparar	   el	   efecto	   de	   dos	   protocolos	   de	   centrifugación	   coloidal	  monocapa	   antes	   de	   la	   criopreservación	   de	   semen	   equino	   en	  combinación	  con	  tres	  diluyentes	  de	  congelación	  comerciales	  sobre	  los	  valores	   de	   integridad	   de	   la	   cromatina	   espermática	   a	   diferentes	  tiempos	   de	   incubación	   a	   37ºC	   (Evaluación	   Dinámica	   de	   la	  Fragmentacíon	  del	  ADN	  Espemático)	  (Artículo	  3).	  
N	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a b s t r a c t
For many years in human assisted-reproduction procedures there have been special pro-
tocols to prepare and improve sperm quality. Colloidal centrifugation (CC) is a useful
technique that has been proved to enhance semen quality by selection of the best sperma-
tozoa for different species. Its use is recommended to improve fertility of subfertile stallions
but current CC protocols are clinically complicated in the equine sperm processing tech-
nique due to economic and technical difficulties. The aim of this studywas to determine the
optimal processing procedures to adapt the use of a CC product (EquiPureTM) in the equine
reproduction industry.
A total of nineteen ejaculates were collected from 10 Purebred Spanish Horses (P.R.E
horses) using a Missouri artificial vagina. Gel-free semen aliquots were analyzed prior to
treatment (control). Semen was subjected to one of six CC protocols with EquiPureTM and
centrifuged samples were statistically evaluated by ANOVA and Duncan tests (p<0.05) for
sperm quality and recovery rate.
We obtained higher values by colloidal centrifugation in LIN, STR and BCF variables and
DNA fragmentation index trended to be lower in most of the CC protocols. The studied
protocols were shown to be as efficient in improving equine sperm quality as the current
commercial EquiPureTM, with the added advantage of being much more economical and
simple to use.
According to these results it seems to be possible to incorporate single layer and or high
colloidal centrifugation volume protocols what would make them simple, economic and
clinically viable for the equine sperm processing procedure.
© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction
Artificial insemination (AI) is becoming more and more
popular in the equine industry but it is still lesswidespread
than in other domestic animals (e.g. bovine) due to prob-
lems of sperm survival during transport and considerably
∗ Corresponding author. Tel.: +34 913943808; fax: +34 913943808.
E-mail addresses: luna.gutierrez@vet.ucm.es (L. Gutiérrez-Cepeda),
alvaroferman@telefonica.net (A. Fernández), fcrecas@oc.mde.es (F. Cre-
spo), jaime.gosalvez@uam.es (J. Gosálvez), cserres@vet.ucm.es (C. Serres).
variation in ejaculate quality between stallions (Morrell
et al., 2008). However, since stallions are not generally
selected for reproductive efficiency but pedigree, confor-
mation and performance record (Varner et al., 2008), there
is a high interest to reproduce bad fertility horses. Most
authors agreed that individual variability is the main factor
thathasprevented thewidespreaduseof chilledandcryop-
reserved spermatozoa (Aurich, 2008; Loomis and Graham,
2008;SamperandMorris, 1998;Siemeetal., 2008).Accord-
ing to the capacity of their sperm to be processed stallions
are classified as “Bad and Good Coolers/Freezers” (Aurich,
2008; Brinsko et al., 2000; Loomis, 2006). This variability
0378-4320/$ – see front matter © 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.anireprosci.2011.02.001
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has also been reported between breeds (Alvarenga et al.,
2003), and in this context the Purebred Spanish Horse
(P.R.E. horse) represents a good example of low semen
quality and freezing–thawing tolerancebreed (Benito et al.,
2003).
For many years in human assisted-reproduction pro-
cedures there have been special protocols to prepare the
sperm and improve its quality (Edmond et al., 2008;
Macpherson et al., 2002; Morrell et al., 2008). It has been
suggested that sperm quality could be enhanced, partic-
ularly in stallions identified as “bad coolers/freezers”, by
removing some of the seminal plasma by simple centrifu-
gation (e.g. Aurich, 2008; Brinsko et al., 2000; Loomis,
2006). However, such a procedure does not select the
best sperm (Johannisson et al., 2009) and colloidal cen-
trifugation (CC) is a useful technique which has proved
to enhance semen quality by selection of the best sper-
matozoa from the ejaculate of humans, bulls and horses
(Edmond et al., 2008; Johannisson et al., 2009; Love et al.,
2002; Macpherson et al., 2002; Morrell et al., 2008). The
technique is recommended in assisted-reproduction pro-
cedures to improve fertility of subfertile stallions (Brinsko,
2006; Edmond et al., 2008; Geraghty, 2006; Loomis and
Graham, 2008;Macpherson et al., 2002; Varner et al., 2008)
and could help to expand the use of artificial breeding tech-
niques in horses.
The main problem is that current equine CC pro-
tocols use a very low centrifugation volume (2–5ml
extended semen, 1:1) and a high quantity of centrifuga-
tionproduct. Considering that thenormal ejaculate volume
ranges between 40 and 150ml, we will have to expect
to use between 16 and 60 centrifuge tubes (50ml) and
160–600ml of centrifugationproduct,what is clinically not
viable due to the cost and technical difficulties inherent to
the process.
The aim of this study was to investigate and determine
the optimal processing procedures necessary to adapt the
use of a CC product in the equine reproduction industry.
We examined the effect of gradient volume and number of
layers on recovery rate and heading sperm quality in terms
of sperm motility and morphology, vitality and chromatin
integrity in sperm pellets after centrifugation.
2. Material and methods
2.1. Animals
Semen (two ejaculates per stallion) was obtained
between October and December 2009 from ten Purebred
Spanish Horses (P.R.E. horses), located at the Depósito de
Sementales de Ávila (FESCCR), (40,66:N 4,70:W) in Spain.
Stallions ranged in aged from 7 to 15 years, were clinically
healthy and with documented fertility. All animals were
kept under controlled feeding and housing conditions.
2.2. Semen collection
Semen was collected on a regular basis (two collec-
tions/week) by allowing the stallions to mount a phantom
and ejaculate into a Missouri-model artificial vagina
(Nasco, Fort Atkinson, Wl), lubricated with a sterile non-
spermicidal gel (IMV technologies, LıˇAigle, France) and
warmed to 45–50 ◦C prior to the semen collection. The
semen was collected into a warm plastic bottle fitted with
a filter to capture gel.
A total of 19 ejaculates were used.
2.3. Semen processing
We used a split-ejaculate test-centrifugation procedure
to evaluate the six colloidal centrifugation protocols on
the basis of sperm quality, cost and technical character-
istics. The collected, gel-free ejaculate was immediately
transported to the laboratory for evaluation and process-
ing. An aliquot of 1ml was separated to obtain the initial
(control) sperm values considered. Thereafter, semen was
distributed into the different centrifugation protocols as
described in Table 1 and resulting sperm pellets were eval-
uated for sperm quality, and sperm recovery rate.
2.4. Colloidal centrifugation
Aliquots of stallion ejaculates were prepared on a den-
sity gradient as described previously. Density-gradient
centrifugationwithEquiPureTM (Nidacon, InternationalAB,
Mölndal, Sweden) briefly, was prepared by pipetting the
volume of the higher density layer (Bottom layer) into a
50-ml centrifuge tube and carefully layering, if required,
the volume of the lower density layer on top (Top layer);
an aliquot of semen, raw or extended (INRA96® [IMV tech-
nologies, LıˇAigle, France] 1:1, v:v) according to protocol
(Table 1), was pipetted on top of the upper layer. Loaded
tubes were centrifuged at 300g×20min and after that
the supernatant and most of the gradient material was
removedbyaspirationand the resulting spermpelletswere
evaluated for sperm quality and sperm recovery rate.
2.5. Sperm concentration and motility
Spermatozoa concentration and motion characteristics
were evaluated using a computer-assisted sperm motion
analyzer microscope (Sperm Class Analyzer®, Microptic
Table 1
Description of the different colloidal centrifugation protocols.
Colloidal centrifugation protocols Bottom layer Top layer Raw semen Diluted semen
1 5ml 5ml – 5ml
2 10ml 10ml – 10ml
3 10ml – – 10ml
4 5ml 5ml 5ml –
5 10ml 10ml 10ml –
6 10ml – 10ml –
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SL, Barcelona, Spain) equipped with a heated stage and
phase contrast optics (20× objective, Optiphot-2, Nikon,
Japan). Warmed (37 ◦C) analysis chambers (fixed height of
20m) affixed to microscope slides (Leja Standard Count
2 chamber slides; Leja Products, B. V., Nienw-Vennep, The
Netherlands) were loaded with 2l volume of extended
semen (25l of each sample extended in 1ml of INRA96®)
and insert into the CASA instrument for evaluation.
The major settings used for CASA were as follows: STR
threshold for progressive motility, 60%; LIN threshold for
circular spermatozoa, 50%; 32 frames per sequence; mini-
mum of 15 frames per object; minimum area for objects 25
pix and 10mm/s as velocity limit for immobile objects. A
minimum of 500 spermatozoa were analyzed per sample.
Experimental endpoints included: percentage of motile
sperm (MOT); percentage of progressively motile sperm
(PMOT); straightness (%; STR); beat cross-frequency (Hz;
BCF); amplitude of lateral displacement (m; ALH) and
linearity (%; LIN).
2.6. Spermatic chromatin integrity
The degree of DNA damage in each sample was
quantified using the sperm DNA fragmentation index
(sDFI—% ratio of fragmented cells) as assessed using the
Sperm-HalomaxTM kit (ChromaCell SL,Madrid, Spain). This
methodology is based on the sperm chromatin dispersion
(SCD) test, described for horses by López-Fernández et al.
(2007).
For each sample, 25ml of diluted spermatozoa
(10×106 ml−1) was added to a vial containing low melt-
ing point agarose and gently mixed. A small aliquot of
the agarose–sperm mixture (10ml) was then spread upon
pre-treated slides (provided in the HalomaxTM kit), cov-
ered with a glass coverslip and placed in a refrigerator
on a cold metallic plate for 5min. Following solidification,
the coverslip was carefully removed and the ‘spermgel’
slide preparation placed horizontally in 10ml of the
lysing solution provided in the HalomaxTM kit for 5min.
The ‘sperm-gel’ preparation was subsequently washed in
dH2Ofor 5min and then dehydrated in a series of ethanol
baths (70%, 90% and 100%).
For direct visualization of DNA damage, fluorescent
microscopy was conducted using SyberGreen II fluo-
rochrome at 40× concentration. Sperm heads, which
display a large halo of chromatin dispersion, correspond to
those containing highly fragmented DNA. The percentage
of spermatozoa with fragmented DNA was then calculated
and indexed against the total sperm counted (200 sperma-
tozoa per sample).
2.7. Sperm morphology and vitality
Sperm morphology was subjectively determined by
evaluating 100 cells preserved in buffered formalin
(Varner, 2008).
Sperm vitality was determined mixing an aliquot of
sperm with eosin–nigrosin on a slide for vitally evaluation
(Kenney, 1983).
2.8. Statistical analysis
The sperm yields obtained from each density gradient
and single layer were calculated by expressing the number
of spermatozoa obtained as a percentage of the initial load.
In order to stop individual differences we evaluated the
increase of post-treatment (VT) respect control (VC) values,
(VT−VC).
Samples (two replicates per stallions) were statisti-
cally evaluated by ANOVA and Duncan tests (p<0.05) for
sperm quality parameters considered and recovery rate.
Data were processed using the SPSS-17 statistical package.
3. Results
When comparing the media values of the variables
(Table 2) we found that STR was significant higher in
treated-samples comparing to control and that significant
differences were shown in LIN in treatments 1, 2 and 3
comparing to control, but with no significance respect 4,
5 and 6 or between CC protocols. No significant differences
among the other variables analyzed were found between
unselected (control) and selected samples.
Table 3 shows the values of the increase of post-
treatment (VT) respect control (VC) values, (VT−VC). There
Table 2
Means values in motility variables [p<0.05].
Treatment PMMNS MOT PMOT N LIN STR ALH BCF VIT sDFI
Control 308012.74a 71.00a 43.09a 46.33a 55.20b 72.38b 3.20a 9.42a 77.88a 12.48a
1 411185.05a 71.09a 46.99a 49.16a 63.18a 80.28a 2.84a 10.43a 75.94a 12.92a
2 362111.73a 65.00a 44.17a 51.42a 62.01a 82.30a 2.89a 11.06a 76.94a 11.23a
3 349745.12a 67.28a 46.22a 49.37a 62.69a 83.32a 2.80a 11.13a 78.78a 12.91a
4 362734.46a 66.67a 43.28a 50.94a 59.47a,b 79.43a 2.96a 10.67a 75.94a 10.76a
5 328912.68a 67.39a 41.32a 51.00a 60.44a,b 80.69a 2.92a 10.72a 79.22a 10.54a
6 379007.91a 64.42a 42.72a 50.11a 60.29a,b 80.57a 2.94a 10.75a 74.89a 12.12a
Means values of total number of progressively motile and morphologically normal sperm (PMMNS [×109]); percentage of morphologic normal sperm (N
[%]); percentage of totalmotile sperm (MOT [%]); percentage of progressivelymotile sperm, (PMOT [%]); linearity (LIN [%]); straightness (STR [%]); amplitude
of lateral head displacement (ALH [m]); beat cross-frequency (BCF [Hz]); vitality (VIT [%]); DNA fragmentation index (sDFI [%]). Treatment 1 (5ml bottom
layer, 5ml top layer and 5ml diluted semen); Treatment 2 (10ml bottom layer, 10ml top layer and 10ml diluted semen); Treatment 3 (10ml bottom layer
and 10ml diluted semen); Treatment 4 (5ml bottom layer, 5ml top layer and 5ml raw semen); Treatment 5 (10ml bottom layer, 10ml top layer and 10ml
raw semen); Treatment 6 (10ml bottom layer and 10ml raw semen).
Significant different variables (p<0.05) are shown in bold.
Superscript letters represent significant differences between treatments (p<0.05) in each variable.
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Table 3
Increase of the post-treatment value respect the control value in motility variables [p<0.05].
Treatment dPMMNS dMOT dPMOT dN dLIN dSTR dBCF dALH dVIT dsDFI
Control 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 0.00b 0.00b 0.00b 0.00a 0.00a 0.00a,b
1 119281.69a 1.21a 5.04a 2.95a 8.99a 9.79a 1.19a −0.38a −0.11a 0.22b
2 70208.38a 5.62 a 2.22a 5.58a 7.87a 10.99a 1.82a −0.33a −0.16a −1.47a,b
3 57841.76a 3.89a 4.27a 2.74a 8.27a 11.20a 1.89a −0.43a 1.58a 0.21b
4 45268.74a 4.47a −1.03a 1.78a 4.49a,b 7.08a 1.40a −0.32a −0.28a −1.87a,b
5 11446.96a 5.52a −3.00a 1.44a 5.41a,b 9.21a 1.45a −0.36a −0.00a −2.09a
6 61542.19a 7.94a −1.59a 1.39a 5.56a,b 9.94a 1.49a −0.34a −4.33a −0.51a,b
Increase of the post-treatment value (VT) respect the control value (VC), (VT−VC) =d. dPMMNS (×109); dMOT (%); dPMOT (%); dLIN (%); dSTR(%); dALH
(m); dBCF (Hz); dVIT (%); dsDFI (%). Treatment 1 (5ml bottom layer, 5ml top layer and 5ml diluted semen); Treatment 2 (10ml bottom layer, 10ml top
layer and 10ml diluted semen); Treatment 3 (10ml bottom layer and 10ml diluted semen); Treatment 4 (5ml bottom layer, 5ml top layer and 5ml raw
semen); Treatment 5 (10ml bottom layer, 10ml top layer and 10ml raw semen); Treatment 6 (10ml bottom layer and 10ml raw semen).
Significant different variables (p<0.05) are shown in bold.
Superscript letters represent significant differences between treatments (p<0.05) in each variable.
were significant higher values of STR and BCF in selected
compared to control samples. LIN showed higher values in
extended semenprotocols (1, 2 and3) compared to control.
No significant differenceswere found in the other variables
between control and CC protocols.
When evaluating each horse individually we found a
general increase in the number of progressively motile and
morphologically normal sperm, LIN, STR and sDFI in at least
one of the protocols evaluated compared to control. The
proportion of morphologically normal spermatozoa was
increased in horse Aa from 75% before centrifugation to
90% [in protocol 6] or 88% [4, 5] (all types of abnormalities
decreased in general in this case) and from 17% to 33% [2],
30% [1] or 28% [4] in horse Ac (where intermediate piece
abnormalies were mainly decreased). PMOT was strongly
improved (over 50% or 60%) as shown in horses Ab (40.69
vs. 66.89 [2], 66.48 [6] and 65.34 [4]), Ad (36.3 vs. 56.2 [3],
and 48.37 [1]) and Bh (46 vs. 62.5 [1] and 58.05 [4]).
4. Discussion
This study generally obtained higher LIN, STR and BCF
values by colloidal centrifugation compared to control.
These variableshavebeendescribedasmeasureof progres-
sivity (LIN, STR) and spermatozoa vigor (BCF) (Cancel et al.,
2000). As a direct correlation between sperm chromatin
integrity and fertility has been reported (López-Fernández
et al., 2007; Love and Kenney, 1994; Morrell et al., 2009a),
and spermatic chromatin integrity trended to be higher (as
shown by lower values of sDFI) in protocols 2, 4, 5 and 6,
an improvement in sperm quality could be obtain. These
results agree with others reported by several authors so
that colloidal centrifugation seem to be a useful technique
to maximize stallion fertility (Brinsko, 2006; Edmond et al.,
2008; Geraghty, 2006; Johannisson et al., 2009; Loomis,
2006; Macpherson et al., 2002; Morrell et al., 2008, 2009a,
2009b; Varner et al., 2008). Consistent results from various
studies indicate that this is an effectivemethod in selecting
highly motile spermatozoa, and spermatozoa with normal
morphologyand intact chromatin (Johannissonet al., 2009)
and discriminate bacteria, inflammatory cells and death
spermatozoa that may be responsible for some of the sper-
matozoa sublethal damage and serve as a source of reactive
oxygen species (ROS) what are considered to be detrimen-
tal to sperm quality and survival (Ortega-Ferrusola et al.,
2009; Johannisson et al., 2009). So this technique may
determinate a sanitary and quality sperm improvement
(Johannisson et al., 2009; Ortega-Ferrusola et al., 2009).
Stallions represent 50% of the breeding process and
the horse industry is replete with stallions whose level of
fertility is undesirable (Varner et al., 2008). The main rea-
son for this situation is that stallions are selected on the
basis of pedigree, conformation and performance record
(Varner et al., 2008) rather than reproductive efficiency.
This is not seen with production animals because males
for semen production in these species can be selected
for semen quality and sperm viability. (López-Fernández
et al., 2007; Morrell et al., 2008). Some forms of sub-
fertility may have a genetic basis but subfertility is also
associated with situations (such as aging, training pro-
grams, management, environmental factors, medications
(such as progestogens, anabolic steroids, NSAIDs. . .), fever,
systemic diseases, genital trauma. . .) in which an inade-
quate reproductive function causes low sperm quality in
an otherwise fertile stallion (Varner et al., 2008). Our aim
as veterinarians is to deal with these scenarios in order to
improve the sperm quality and fertility of the horses we
work with.
When evaluating each horse individually we found
an individual response to the different treatments what
reflects the characteristic individual sperm-response vari-
ability among horse population (Aurich, 2008; Loomis and
Graham, 2008; Samper and Morris, 1998; Sieme et al.,
2008). However, a positive general effect in sperm quality
was shown with CC methods.
Variability found for all data could be due to spermatic
concentration differences between ejaculates. Future stud-
ies could try to adapt these protocols according to sperm
concentration.
Current colloidal centrifugation protocols (as the ones
described for EquiPureTM) are clinically complicated in the
equine sperm processing technique due to economic and
technical difficulties. The possibility of using a single layer
method, which avoids the necessity of layering a density
gradient, or/and a higher centrifugation volume, are attrac-
tive for stud personnel because of the time and cost-saving
element and simplification of the protocol (Morrell et al.,
2008). We found that the use of a single layer method
and/or a higher centrifugation volume did not decrease
sperm quality compared to the EquiPureTM commercial
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protocol [1]. Moreover, we improved PMOT by 50–60%
which may allow low quality ejaculate stallions into refrig-
eration/cryopreservation artificial insemination programs
helping to widespread the use of artificial breeding tech-
niques in stallion population.
According to these results it seems to be possible to
incorporate single layer and or high colloidal centrifuga-
tion volume protocols what would make them simple,
economicandclinicallyworkable for theequine spermpro-
cessing procedure.
5. Conclusion
Simple and economic colloidal centrifugation protocols
may be incorporated to the clinical equine sperm process-
ingprocedure.Accordingourfindings, single layermethods
and high either extended or pure sperm volume protocols
may be appropriated EquiPureTM procedures for equine
sperm.
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Stallion spermatozoa recovered and examined immediately
after colloidal centrifugation resulted in a higher straight-line
velocity (VSL) than sperm processed using direct conven-
tional centrifugation (p = 0.000), but there was no
differences in the progressive motility or sperm DNA
fragmentation (SDF) as determined by the sperm chromatin
dispersion assay. However, when centrifuged spermatozoa
were incubated at 37C for 24 h to determine the rate of SDF
(r-SDF), a lower r-SDF (p = 0.0011) was observed in those
sperm recovered after colloidal separation (0.5 ± 0.1% ⁄ h)
compared to direct (1.2 ± 0.4% ⁄ h) or no centrifugation (r-
SDF = 1.2 ± 0.3% ⁄ h). These results confirm that colloidal
separation of stallion spermatozoa results in prolonged sperm
DNA longevity, but these differences were only apparent
following a period of incubation and dynamic assessment.
Consequently, we strongly recommend the use of the
dynamic form of the SDF assay for evaluating centrifugation
and ⁄ or other ex vivo procedures, as a single basal assessment
of SDF may inadvertently result in a false-positive evaluation
of DNA quality.
Introduction
The assessment of sperm chromatin as a predictor of
male fertility is now well established in human medicine
and animal artificial breeding industries (Agarwal and
Allamaneni 2004; Zini and Libman 2006; Bungum et al.
2011). More recently, our group has been advocating the
use of a dynamic form of sperm chromatin quality
assessment in which the spermatozoa are incubated in a
physiological environment simulating the best condi-
tions for ex vivo sperm maintenance and which can
account for the latent expression of chromatin damage
that is not typically detected immediately after ejacula-
tion, cryopreservation or semen processing (Gosa´lvez
et al. 2011a,b). Consequently, the sperm DNA frag-
mentation (SDF) dynamic assay represents a sensitive
tool for revealing the effects of iatrogenic damage on the
DNA molecule, a phenomenon that is also highly
variable because of the differences in genetic design of
sperm DNA of different species (Gosa´lvez et al. 2011b).
Using the terminal deoxynucleotidyl transferase bio-
tin-dUTP nick-end labelling (TUNEL) assay, Hoo-
gewijs et al.(2010) revealed no difference in sperm
DNA quality following different strength conventional
centrifugation protocols compared to uncentrifuged
stallion spermatozoa but did note a reduction in DNA
intact sperm cells after 72-h chilled storage. Colloidal
centrifugation has been used successfully to enhance
stallion semen quality (Macpherson et al. 2002, 2002;
Edmond et al. 2008; Morrell et al. 2008; Johannisson
et al. 2009; Gutierrez-Cepeda et al. 2011), but its specific
effect on sperm DNA integrity following storage of
spermatozoa was only examined by Johannisson et al.
(2009) using the sperm chromatin structure assay and
Gutierrez-Cepeda et al. (2011) using sperm chromatin
dispersion (SCD); both these studies revealed that
colloidal centrifugation selects spermatozoa with intact
DNA, but Johannisson et al. (2009) also noted that
centrifuged spermatozoa showed no loss of DNA
integrity following chilled storage compared to non-
centrifuged spermatozoa.
In the current study, we explored the sensitivity of the
dynamic SCD technique following incubation of sper-
matozoa at 37C for 24 h to compare the efficacy of
direct and colloidal centrifugation of stallion sperm
prior to its use in artificial insemination; we were
interested in documenting the dynamic response of
chromatin stability under conditions that might stimu-
late the spermatozoon within the mare’s reproductive
tract once the semen had been processed.
Material and Methods
Seventeen ejaculates from six different pure Spanish
breed stallions (2–3 ejaculates per horse) were used in
the study. Each ejaculate was initially diluted 1 : 1 (v:v)
in INRA96 (IMV Technologies, L’Aigle, France) and
processed using three different centrifugation proce-
dures: (i) no centrifugation (NC), (ii) direct centrifuga-
tion (DC), whereby the diluted semen was centrifuged
at room temperature for 7 min at 700g and (iii)
centrifugation using a single colloidal layer according
to the specifications of EquiPure (Nidacon, Interna-
tional AB, MoA˚N lndal, Sweden) that was spun at
350g for 20 min (CC). Immediately following centrifu-
gation (T0), an aliquot of semen from the pellet of the
direct centrifuged semen and the colloidal centrifuged
semen was assessed for sperm quality as was the NC
sample.
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The percentage of forward progressive motility
(%PM) and the straight-line velocity (VSL) of sperm
movement were determined for each sample using a
computerized analysis system (SCA) (Microptic, Barce-
lona, Spain). Sperm DNA Fragmentation was assessed
using the HALOMAX Kit (Halotech SL, Madrid,
Spain). The use of this assay and the dynamic form of
the assay for stallion semen has been validated and
reported in Lopez-Fernandez et al. (2007). To reveal the
possible existence of cryptic DNA damage not initially
detectable at T0, a dynamic approach to the determi-
nation of SDF was also conducted by incubating
aliquots of the original diluted sample, direct centri-
fuged and colloidal centrifuged pellets at 37C over
24 h. The rate of SDF (r-SDF) was calculated as the
increasing loss of DNA quality during a predefined
incubation time of 24 h; consequently, SDF was
assessed at T0 (baseline), T4, T6 and T24 h.
Statistical analysis was performed using the Stats-
PLus (STATPLUSMAC, Version 2009, AnalystSoft;
http://www.analystsoft.com/en/). All percentage data
were arcsine-transformed prior to analysis. A one-way
repeated measures ANOVA was used to analyse the
percentage progressive motility, SLV and SDF at T0
data immediately after centrifugation as well as the rate
of SDF over a 24-h period; post hoc Bonferroni tests for
the difference between means were used to compare
treatments. The rate of SDF was calculated from the
slope of the linear regression equation determined from
each semen sample.
Results
Table 1 shows the effect of centrifugation (none, direct
and colloidal) on the percentage of progressively motile
sperm, VSL and SDF following centrifugation when
assessed immediately after sample recovery (SDF-T0).
There was no difference in the progressive motility or
SDF at T0 between non-centrifuged, direct and colloidal
centrifuged stallion spermatozoa. While the VSL of both
direct and colloidal centrifuged spermatozoa were not
significantly different following centrifugation, both
were lower and significantly different (p < 0.001) than
those in non-centrifuged spermatozoa.
Figure 1 illustrates the SDF dynamics of the non-
centrifuged, direct and colloidal centrifuged stallion
spermatozoa over a 24-h period of incubation at 37C;
the r-SDF is presented in Table 1. The r-SDF over 24 h
of incubation was lower (p < 0.01) following colloidal
centrifugation than that following non-centrifuged and
direct centrifuged spermatozoa, but there was no differ-
ence in the r-SDF between non-centrifuged and direct
centrifuged spermatozoa.
Discussion
When examined immediately after either direct or
colloidal centrifugation (T0), there was no difference in
the proportion of stallion spermatozoa with progressive
motility or damaged DNA. This finding is inconsistent
with an improvement in stallion SDF following colloi-
dal centrifugation noted by Edmond (2009) and
Gutierrez-Cepeda et al. (2011) and with a decrease in
SDF of selected vs unselected spermatozoa reported by
Johannisson et al. (2009) after 3-, 24- and 48-h chilled
storage. A major difference between the current study
and that of Johannisson et al. (2009) was that stallion
spermatozoa in our experiment were incubated at
37C, not chilled, so that the rate of DNA degradation
was greatly enhanced after 24 h. By incubating sper-
matozoa in physicochemical conditions approximating
that of the female’s reproductive tract and observing
the sperm DNA dynamics, it was possible to account
for that fraction of the sperm population with dam-
aged DNA that had not been apparently removed by
colloidal centrifugation, but which at T0 had not yet
been expressed; such is the sensitivity of the dynamic
assessment of SDF using the SCD. Using the TUNEL
assay, Hoogewijs et al. (2010) have also recently
reported that the DC of stallion semen had no effect
on sperm chromatin damage, even after 4 days chilled
storage, but we would argue based on the results of
this experiment that the spermatozoa may not have
been sufficiently physiologically challenged to uncover
differences in DNA damage.
In conclusion, our results appear to support the use of
a colloidal centrifugation technique in terms of pro-
longing DNA longevity, but at the same time, this
strategy appears to have little influence in our hands on
improving the kinetic characteristics of the semen.
Dynamic assessment of SDF is clearly a more sensitive
diagnostic of subtle DNA damage and represents a
powerful investigative tool for the refinement of assisted
Table 1. Effect of centrifugation on percentage progressive motility,
VSL, sperm DNA fragmentation (SDF) immediately after centrifuga-







(lm ⁄ s) SDF T0
SDF rate
(% ⁄ h)
No centrifugation 56.6 ± 3.0a 55.8 ± 2.4a 14.2 ± 2.2a 1.2 ± 0.3a
Direct centrifugation 55.8 ± 2.3a 43.7 ± 1.8b 14.1 ± 1.8a 1.2 ± 0.4a
Colloidal centrifugation 53.8 ± 3.7a 46.2 ± 1.9b 10.7 ± 1.7a 0.5 ± 0.1b
Different superscripts indicate a significant difference in means within columns.
Fig. 1. Effect of centrifugation on the percentage sperm DNA
fragmentation (SDF) of stallion spermatozoa incubated for 24 h at
37C
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breeding technologies. We recommend the use of the
dynamic form of the SDF assay for evaluating centri-
fugation and other ex vivo procedures, as a single basal
assessment of SDF may inadvertently result in a false-
positive evaluation of DNA quality.
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The effect of two pre-cryopreservation single
layer colloidal centrifugation protocols in
combination with different freezing extenders on
the fragmentation dynamics of thawed equine
sperm DNA
Luna Gutiérrez-Cepeda1*, Álvaro Fernández1, Francisco Crespo2, Miguel Ángel Ramírez3, Jaime Gosálvez4
and Consuelo Serres1
Abstract
Background: Variability among stallions in terms of semen cryopreservation quality renders it difficult to arrive at a
standardized cryopreservation method. Different extenders and processing techniques (such us colloidal
centrifugation) are used in order to optimize post-thaw sperm quality. Sperm chromatin integrity analysis is an
effective tool for assessing such quality. The aim of the present study was to compare the effect of two single layer
colloidal centrifugation protocols (prior to cryopreservation) in combination with three commercial freezing
extenders on the post-thaw chromatin integrity of equine sperm samples at different post-thaw incubation (37°C)
times (i.e., their DNA fragmentation dynamics).
Results: Post-thaw DNA fragmentation levels in semen samples subjected to either of the colloidal centrifugation
protocols were significantly lower (p<0.05) immediately after thawing and after 4 h of incubation at 37°C compared
to samples that underwent standard (control) centrifugation. The use of InraFreezeW extender was associated with
significantly less DNA fragmentation than the use of Botu-CrioW extender at 6 h of incubation, and than the use of
either Botu-CrioW or GentW extender at 24 h of incubation (p<0.05).
Conclusions: These results suggest that single layer colloidal centrifugation performed with extended or raw
semen prior to cryopreservation reduces DNA fragmentation during the first four hours after thawing. Further
studies are needed to determine the influence of freezing extenders on equine sperm DNA fragmentation
dynamics.
Keywords: Colloidal centrifugation, Equine sperm, DNA fragmentation, Cryopreservation, EquipureW
Background
The use of cryopreserved equine sperm is becoming
increasingly important in breeding strategies. However,
variability among stallions in terms of semen cryopreser-
vation quality renders it difficult to arrive at a standar-
dized cryopreservation method [1,2]. Neither are there
standard methods for determining pre-cryopreservation
nor post-thaw sperm quality, nor indeed are there any
standard artificial insemination protocols [3].
Traditional laboratory methods are unable to accura-
tely determine the fertility of cryopreserved semen [4].
Spermatozoa with damaged chromatin appear normal in
terms of their membrane integrity, morphology and mo-
tility, but their use would lead to post-fertilization
embryo failure [5]. The need to include sperm chroma-
tin integrity analysis in the assessment of semen has
been indicated by several authors who report a direct cor-
relation between fertility and sperm chromatin integrity
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[6] but a poor correlation between fertility and the classic-
ally measured sperm quality variables [7-10]. The analysis
of DNA fragmentation dynamics is important since DNA
can become fragmented during this time, even within the
female reproductive tract.
Certainly, López-Fernández et al. [9] and Cortés-
Gutiérrez et al. [11] have shown, at least in vitro, that
the DNA of thawed semen incubated at 37°C becomes
less stable over time. Moreover, it is important the use
of the dynamic form of the Sperm DNA Fragmentation
(SDF) assay for evaluating centrifugation and / or other
ex vivo procedures, as a single basal assessment of SDF
may inadvertently result in a false-positive evaluation of
DNA quality [6].
The wide variability among stallions in terms of how
well their semen can be cryopreserved demands that test
freezing be performed to determine which technique
is most suitable in each case [12]. This is particu-
larly important when dealing with “bad freezer stal-
lions”, a significant problem among Purebred Spanish
horses.
The pre-cryopreservation colloidal centrifugation of
equine semen can increase the post-thaw number of
sperm cells with normal morphology, as well as improve
sperm motility (and sperm motility characteristics), mem-
brane integrity and viability [6,13-18]. Certainly, colloidal
centrifugation selects spermatozoa with intact and mature
chromatin, which have a higher density than immature or
damaged sperm [19-21]; further, the removal of damaged
or dead spermatozoa and leukocytes may help maintain
sperm chromatin integrity by preventing future damage
caused by reactive oxygen species (ROS) [10,19,20]. The
advantages of such centrifugation become more evident
when semen is preserved cooled or in a state of cryopre-
servation [20]. Colloidal centrifugation can also eliminate
pathogens from semen [22-26].
Although the use of colloidal centrifugation has been
correlated with lower sperm DNA fragmentation levels
in fresh, cooled [10,19,20,25,27] and cryopreserved se-
men (with centrifugation performed before or after the
cryopreservation step) [17,28,29], few studies have exam-
ined the dynamics of DNA fragmentation. To our know-
ledge this is the first study that combines the effect of
colloidal centrifugation prior to cryopreservation and
equine freezing extenders on the dynamics of DNA frag-
mentation over the post-thaw time.
The aim of the present study was to compare the
effect of two single layer colloidal centrifugation pro-
tocols (prior to cryopreservation), developed at our la-
boratory [21] in combination with three commercial
freezing extenders on the post-thaw chromatin integrity
of equine sperm samples at different post-thaw incuba-




Seventeen ejaculates (2–3 per stallion) were obtained
between January and March 2010 from six Purebred
Spanish horses at the Depósito de Sementales de Ávila
(FESCCR) (40.66ºN 4.70ºW), Spain. The donor stallions,
all between 7 and 15 years of age, were clinically healthy
and of documented fertility. The diets and housing of
these horses were those deemed to keep them in op-
timum condition.
Semen collection and pre-cryopreservation analysis
Semen was collected by allowing the stallions to mount
a phantom, using a Missouri-model artificial vagina (Nasco,
Fort Atkinson, WI, USA) warmed to 45-50°C and lubri-
cated with a sterile non-spermicidal gel (IMV Tech-
nologies, L’Aigle, France). A mare in oestrous was used to
induce sexual activity. After stabilization of the extragona-
dal sperm reserves (daily collection) semen was collected
on a regular basis (two collections/week).
The gel-free ejaculates (maintained at 37°C) were evalua-
ted for volume using a graduated test tube, sperm motility
and concentration using a computerized analysis system
running ISASW software [PROYSER, Madrid, Spain].
Semen centrifugation
Samples of all ejaculates were subjected to each of the
following treatments (Figure 1).
 Standard control centrifugation (SCC): 10 ml of semen
extended 1:1 v:v with Inra96W (IMV technologies,
L’Aigle, France) were placed in a 50 ml Falcon tube
and centrifuged at 450 g for 7 min.
 Colloidal centrifugation Protocol 1: 10 ml of semen
extended 1:1 v:v with Inra96W were placed on top of
a 10 ml layer of Bottom LayerW EquiPureW
[Nidacon, International AB, Mölndal, Sweden]
equilibrated at 22°C in a 50 ml Falcon tube. Care
was taken to avoid mixing the sperm and colloid
phases. The loaded tubes were centrifuged at 300 g
for 20 min.
 Colloidal centrifugation Protocol 2: 5 ml of raw
semen (i.e., without extender) were placed over 5 ml
of Bottom LayerW EquiPureW following the same
instructions as in Protocol 1.
 After centrifugation, the supernatant (semen
extender, seminal plasma and colloid) was removed
by aspiration. The resulting sperm pellets were
resuspended for cryopreservation in the presence of
different extenders.
Cryopreservation with different extenders
The required volume of each pellet was taken to obtain
a final sperm concentration of 50 × 106 ml-1 in 5 ml
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of each of three commercial freezing extenders: GentW
(MinitübW, Abfullund Labortechnik GmbH & Co.,
Tiefenbach, Germany), InraFreezeW (IMV technologies,
L’Aigle, France) and Botu-CrioW (BioTech, Botucatu, Sao
Paulo, Brazil) (total number of treatments therefore = 9;
see Figure 2). After resuspension, the semen was packed
into 0.5 ml polyvinyl chloride straws (IMV International,
St Paul, MN, USA). The straws containing sperm ex-
tended with GentW (G) extender were frozen without
prior cooling [30,31]. Those containing sperm extended
with InraFreezeW (I) were frozen after being slowly cooled
to 4°C at a rate of 0.3°C/min, as recommended by the
manufacturer. Finally, those containing sperm extended
with Botu-CrioW (B) were frozen after being cooled at
4-6°C for 20 min, as recommended by the manufacturer.
In all cases the straws were frozen horizontally in racks
placed 4 cm above the surface of liquid nitrogen for
7 min, after which they were plunged into this liquid ni-
trogen as described by Cochran et al. [30].
Assessment of post-thaw sperm chromatin integrity
After 4 weeks of storage the straws were thawed by im-
mersion in a water bath at 37°C for 1 min. Sperm chro-
matin integrity was assessed via the sperm chromatin
dispersion test [9] making use of the Equus-HalomaxW
Kit (Halotech DNA, SL., Madrid, Spain). The degree of
Figure 1 Semen centrifugation protocols.

















Liquid Nitrogen Vapour 7min
Figure 2 Addition of post-centrifugation pellets to extenders, and cryopreservation.
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DNA damage in each sample was quantified using the
sperm DNA fragmentation index (sDFI), which reflects
the percentage of cells with fragmented DNA.
An aliquot of sperm from each straw was diluted to
10 × 106 ml-1 and processed following the kit instruc-
tions. DNA damage was visualized using a Proyser fluo-
rescent microscope (Proyser, Madrid, Spain) employing
SyberGreen II fluorochrome at 40× concentration. Sperm
heads showing a large halo of chromatin dispersion were
understood to contain highly fragmented DNA. The per-
centage of spermatozoa with such fragmented DNA was
calculated and expressed as a percentage of the total
sperm count. Observations were made at 0, 4, 6 and 24 h
of incubation in a 37°C water bath.
Statistical analysis
ANOVA and DUNCAN test were used to compare sDFI
values. Repeat measures analysis (with Greenhouse cor-
rection) was performed to follow the change in sDFI
over incubation time (within-subjects factor), conside-
ring the variable ‘donor’ as a source of variation (bet-
ween-subjects factor). The influence of the interaction
incubation time × donor on sDFI was also examined.
Significance was set at p<0.05. Data were processed
using the IBMW SPSS-19W statistical package.
Results
Media sperm concentration value in fresh semen was
273,35 × 106 spermatozoa/ml (range between 189,9 and
361 × 106 spermazoa/ml). After centrifugation, the aver-
age sperm concentration of the colloidal-centrifuged pel-
lets (Protocols 1 and 2) was approximately half that of
the SCC pellets (544.5 million sperm/ml and a 57.79%
sperm yield vs. 928 million sperm/ml and a 98.5% sperm
yield).
Significant differences were seen between stallion do-
nors in terms of mean sDFI (p<0.05). Two groups with
significantly different mean sDFI values were established:
low (<20.23%) and high (>27.13%) (Table 1).
The sDFI values increased over incubation time for
each ejaculate in all nine treatments (Table 2). However,
this increase was different in different donors, with the
interaction incubation time x donor having a significant
effect on the sDFI value (p<0.05) (Figure 3).
A comparison of the sDFI values at different incuba-
tion times between the nine treatments (Table 2) showed
no significant difference between them at 0 and 6 h. How-
ever, at 4 h of incubation Protocol 2 was associated with a
trend towards lower sDFI values (less DNA fragmenta-
tion); indeed significant differences (p<0.05) were detected
between the I-2 treatment and the B-C treatment (sDFI
14.22 and 22.16 respectively), and between the G-2 treat-
ment and the B-C treatment (sDFI 14.44 and 22.16
respectively).
At 24 h of incubation, the InraFreezeW extender ten-
ded to improve the sDFI results for all centrifugation pro-
tocols, with significant differences (p<0.05) seen between
the I-2 and B-C treatments (sDFI 25.94 compared to
39.40), between the I-2 and G-C treatments (sDFI 25.94
compared to 41.83), and between the I-1 and G-C treat-
ments (sDFI 30.55 compared to 41.83).
Table 1 sDFI value groups (means±SD)
STALLION Sperm DNA fragmentation index (sDFI)







Letters A-F represent the different stallions. Letters in superscript represent
significant differences in average sDFI values (p<0.05), revealing two groups
of stallions.
Table 2 Average DNA fragmentation values associated with the centrifugation+extender treatments (means±SD)
Treatment sDFI 0 sDFI 4 sDFI 6 sDFI 24
B-C 16.36a±11,56 22.15b±11,58 27.01a±15,66 38.40b. c±13,23
B-1 13.23a±7,08 16.06a. b±5,64 27.07a±7,37 35.95a. b. c±10,38
B-2 11.86a±5,87 18.11a. b±7,32 23.13a±8,62 33.91a. b. c±14,50
I-C 14.61a±5,84 18.43a. b±7,17 23.51a±14,28 31.13a. b. c±15,59
I-1 14.52a±10,70 19.55a. b±15,61 20.81a±9,15 30.54a. b±16,94
I-2 13.69a±10,39 14.22a±8,73 17.81a±8,45 25.94a±10,24
G-C 17.01a±10,64 17.17a. b±7,19 23.69a±12,14 41.83c±19,39
G-1 12.75a±8.86 17.87a. b±9,06 24.44a±11,16 34.99a. b. c±8,76
G-2 11.96a±6,23 14.44a±8,82 22.44a±17,71 34.74a. b. c±15,32
DNA fragmentation index values immediately after thawing (sDFI 0) and after 4 (sDFI 4), 6 (sDFI 6) and 24 h (sDFI 24) of incubation. Treatments: C,standard control
centrifugation, 1, colloidal centrifugation Protocol 1, 2, colloidal centrifugation Protocol 2, B, Botu-CrioW, I, InraFreezeW, G, GentW. Letters in superscript represent
significant differences between extenders (p<0.05) at each time point.
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Irrespective of the centrifugation protocol followed,
the sDFI values obtained at 6 h of incubation at 37°C
were significantly (p<0.05) lower with InraFreezeW exten-
der than with Botu-CrioW extender (Table 3). At 24 h, the
sDFI values obtained with the InraFreezeW extender were
lower than those obtained with either Botu-CrioW or
GentW extender.
Table 4 shows the sDFI values at different incubation
times obtained with the different centrifugation proto-
cols irrespective of the extender used. Both Protocol 1
and 2 returned significantly (p<0.05) lower sDFI values
at 0 h than the SCC protocol. At 4 h, only Protocol 2
returned significantly lower sDFI values than the SCC
protocol. No significant differences were found between
any of the three centrifugation protocols at 6 or 24 h of
incubation, although the values returned by Protocol 2
tended to be lower.
Discussion
The present sDFI results show variability between the
donor stallions in terms of their post-thaw sperm DNA
integrity. This is not surprising given the individual vari-
ability commonly seen in stallion sperm [2,3,32]. Horses
have undergone selection primarily with pedigree in
mind or for their ability to provide a particular type of
service. In some cases, however, this has led to reduce
fertility [9,15,20,23,33]. In the present work, the range
of post-thaw sDFI values immediately after thawing
(6.55-22.46%) recorded is similar to that reported by
López-Fernández et al. [9] (4.2-26.3%).
Individual variability was observed in the DNA fragmen-
tation dynamics recorded, as reported earlier by López-
Fernández et al. [9]. In the present study, the sDFI values
(i.e., DNA fragmentation levels) increased significant-
ly with incubation time, as reported by other authors
[6,9,34]. The largest increase occurred between 6 h and 24
h of incubation, not between 1 h and 6 h as described by
López-Fernández et al. [9]. This may be significant since
there is increasing evidence that the integrity of the sperm
chromatin at the actual time of fertilization influences
embryo survival [9]; poor sperm DNA integrity may ac-
count for some of the infertility commonly thought to lie
with mares.
Hoogewijs et al. [28] obtained an average sDFI immedi-
ately after thawing of around 12% in colloidally-selected
stallion sperm samples cryopreserved with Botu-CrioW,
while Cortés-Gutiérrez et al. [35] reported values of
18-22% in non-colloidally-selected donkey sperm samples
frozen with GentW. The present results are consistent with
the findings of these authors (13.24% for B-1, 11.86% for
B-2 and 17.1% for G-C), although different DNA integrity
evaluation techniques were used (SCSA, N-Comet Assay
and the sperm chromatin dispersion test respectively).
No differences were seen in the sDFI between any of the
nine treatments immediately after thawing. However, the
use of InraFreezeW was associated with a trend towards
Figure 3 DNA fragmentation values (sDFI) over incubation time for the different stallions. Legend: Average DNA fragmentation index
values immediately post-thawing (sDFI 0) and after 4 (sDFI 4), 6 (sDFI 6) and 24 (sDFI 24) hours of incubation. Letters (A-F) represent the different
stallions. sDFI values increased significantly with time (p<0.05), but not equally so across all the stallions (p<0.05).
Table 3 Average DNA fragmentation associated with the use of the different freezing extenders (means±SD)
Extender sDFI 0 sDFI 4 sDFI 6 sDFI 24
Botu-CrioW 13,82a±8,57 18,78a±8,76 25,74b±11,10 36,08b±12,70
InraFreezeW 14,27a±9,07 17,40a±11,15 20,77a±12,74 29,18a±14,39
GentW 13,91a±8,88 16,49a±8,36 23,52a, b±13,71 37,19b±15,20
DNA fragmentation index average values immediately after thawing (sDFI 0) and after 4 (sDFI 4), 6 (sDFI 6) and 24 h (sDFI 24) of incubation. Letters in superscript
represent significant differences between extenders (p<0.05) at each time point.
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the improvement of the sDFI values, especially at 24 h of
incubation; indeed significant differences (p<0.05) were
seen between I-2 and B-C, I-2 and G-C, and I-1 and G-C.
Irrespective of the centrifugation protocol followed,
InraFreezeW significantly reduced the sDFI values at
6 h compared to Botu-CrioW, and at 24 h of incubation
compared to both Botu-CrioW and GentW. Some authors
report that egg yolk-based extenders better protect chro-
matin structure than skimmed milk-based extenders, at
least in bovine sperm [36]. Carvalho et al. [37], in con-
trast, report the extender employed to have no influence
on DNA integrity. However, it should be noted that, in
these two studies, the sDFI was analysed immediately
after thawing; no post-thaw incubation study was un-
dertaken - and DNA integrity would be most strongly
affected during such an incubation period. The precise
mechanism by which egg yolk aids in the protection of
spermatozoa during the freeze-thaw process is unknown
[38], but low density lipoproteins present in egg yolk
plasma are widely presumed to be the cryoprotective
agent [38,39]. Further, there is increasing evidence that
cryoprotective antagonists may exist in other egg yolk
fractions [38,39]. The above may explain the better sDFI
values obtained with InraFreezeW, which contains only
egg yolk plasma rather than whole egg yolk as in Botu-
CrioW and GentW. Replacing egg yolk with sterilized egg
yolk plasma might remove a potential source of cryopro-
tective antagonists [39].
In the present work, single layer colloidal centrifuga-
tion prior to cryopreservation (Protocols 1 and 2) led to
significantly lower (p<0.05) sDFI values than the SCC
protocol immediately after thawing. These data are con-
sistent with those obtained by other authors for human
sperm [40,41], fresh equine semen [19-21,25], cooled
equine semen [10] and cryopreserved equine semen sub-
jected to colloidal centrifugation before freezing [28,29]
or after thawing [17,29]. However, these authors per-
formed no DNA fragmentation dynamics analysis.
The present results showed the I-2 and G-2 treatments
to return significantly lower sDFI values than the B-C
treatment at 4 h of incubation. At 24 h of incubation,
Protocol 2 was associated with the best sDFI values for
all three extenders. Crespo et al. [6] found no differences
in sDFI values at time 0 of incubation between colloidal,
standard or non- centrifuged equine fresh sperm sam-
ples, but as we found, after incubation at 37°C samples
subjected to colloidal centrifugation exposed lower sDFI
values than non-selected sperm both for fresh and
cooled equine semen, what can be related to higher lon-
gevity in the selected sperm. Macías García et al. [42]
have recently proved that colloidal centrifugation selects
a spermatozoa subpopulation that clearly responds dif-
ferently to osmotic shock, which could better withstand
cooling procedures.
Sperm yield obtained from SCC was superior to what
is usually described in the literature for simple centri-
fugation (400–600 g), where average losses are 20-25%
[20,31] However, average sperm yields were similar to
those obtained by Hoogewijs et al. [28] for colloidal cen-
trifugation (57.79% vs. 50.9%) protocols. Hoogewijs et al.
[28] reported colloidal centrifugation prior to cryopre-
servation to be associated with lower sperm yields than
standard centrifugation. However, we agree with the the-
ory of these authors that indicate that these lower sperm
yields might be offset if colloidally-selected sperm better
withstood cryopreservation, thus reducing the sperm
dose required to guarantee conception.
In the present work most sperm DNA damage occurs
during incubation, not in the first minutes after thawing,
in concordance with other authors [6,9]. This fact remarks
the importance of the use of the dynamic form of the SDF
assay for evaluating ex vivo procedures [6]. sDFI values
were significantly lower immediately after thawing and
remained so in the colloidally-selected samples during the
first four hours of incubation (24.31 for the SCC protocol
vs. 15.59 for Protocol 2). Although there were no signifi-
cant differences in sDFI values between the SCC protocol
and Protocol 1, in the SCC protocol DNA damage oc-
curred more quickly and was more intense. Crespo et al.
[6], López-Fernández et al. [9] and Cortés-Gutiérrez et al.
[11] indicate that slower DNA fragmentation dynamics
may be associated with greater sperm viability in the fe-
male genital tract. The results suggest that colloidal cen-
trifugation before cryopreservation would be beneficial
in terms of spermatic survival after insemination with
frozen-thawed sperm, although further studies are neces-
sary to confirm a possible relation between our “in vitro”
observations and “in vivo” fertility.
Conclusion
Single layer colloidal centrifugation performed with ex-
tended or raw semen prior to cryopreservation reduces
Table 4 Average DNA fragmentation values associated with the different centrifugation protocols (means±SD)
Centrifugation Protocol sDFI 0 sDFI 4 sDFI 6 sDFI 24
Standard control centrifugation 21.50b±9,54 24.31b±8,97 24.74a±13,91 37.12a±16,56
Protocol 1 13.50a±8,85 17.83a.b±10,79 24.17a±11,41 33.90a±12,40
Protocol 2 12.50a±7,66 15.59a±8,35 21.19a±12,41 31.53a±13,86
DNA fragmentation index average values immediately after thawing (sDFI 0) and after 4 (sDFI 4), 6 (sDFI 6) and 24 h (sDFI 24) of incubation. Letters in superscript
represent significant differences between extenders (p<0.05) at each time point.
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DNA fragmentation during the first four hours after tha-
wing (while incubating at 37°C). Further studies are nee-
ded to determine the influence of freezing extenders on
equine sperm DNA fragmentation dynamics.
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 13 
Contents 14 
Equine cryopreserved semen is still less used comparing to others species due to 15 
spermatic survival problems and individual variability. Colloidal purifying systems 16 
are proven to improve sperm quality. In this study we investigated if the 17 
incorporation of single layer colloidal centrifugation prior cryopreservation in 18 
clinical conditions could increase the number of stallions or ejaculates suitable for 19 
this processing, observing the influence of centrifugation and freezing extender 20 
protocol in post-thawed sperm motility. Using colloidal centrifugation prior to 21 
cryopreservation the percentage of ejaculates available to be frozen was increased 22 
from 35% (6/17) to 71% (12/17), doubling the number of samples that could have 23 
been subjected to cryopreservation. We only found significant differences in post-24 
thawed sperm parameters in LIN and ALH after 5 minutes of incubation at 37ºC 25 

































































between colloidal and simple centrifugation processing techniques. Although no 26 
significant differences were found between the two different colloidal protocols in 27 
any of the variables considered. Colloidal centrifugation allowed obtaining, from 28 
worse fresh quality ejaculates, thawed sperm doses with similar quality to that of 29 
good quality ejaculates. BotuCrio® freezing extender better optimized motility 30 
parameters and its characteristics. Colloidal centrifugation optimizes the efficiency 31 
of the cryopreservation technique as it allows increasing the number of ejaculates 32 
and stallions suitable to be frozen. Including new semen processing techniques in 33 
the freeze-test could help to optimize the equine sperm cryopreservation protocols 34 
especially when dealing with individuals or breeds which initially low sperm 35 
quality prevents or limits their inclusion in sperm cryopreservation programs. 36 
 37 
1. Introduction  38 
Gametes and embryo recollection and conservation, through modern reproductive 39 
technologies allows a more rational use of the genetic material of an specie, helping 40 
to multiply the number of high genetic value individuals.. In Equine industry, 41 
artificial insemination techniques have been greatly developed, although 42 
cryopreserved semen is still less used comparing to others species due to spermatic 43 
survival problems and individual variability (Loomis and Graham 2008).  44 
 45 
The development of an appropriated freezing-thawing sperm protocol requires 46 
maintaining spermatic functions after thawing and new products and extenders are 47 
incorporated to the procedure in order to optimize the results in the greatest number 48 
of equine individuals. The first step and a premise in a freezing protocol is to have a 49 
good fresh sperm quality. Most equine sperm cooling-freezing researchers 50 

































































recommend using only ejaculates with more than 50% or 60% of progressive 51 
motility to obtain satisfactory results (Loomis and Graham,2008). In this context, 52 
Purebred Spanish Horses (P.R.E horses) are characterized for having a very narrow 53 
number of stallions with more than 50% of progressive motility fresh ejaculates 54 
(Benito et al. 2003). 55 
 56 
Moreover, stallions are traditionally classified as “Good/Bad Coolers/Freezers” 57 
according to their sperm susceptibility to these techniques (Loomis 2006). This 58 
individual variability has also been established between breeds (Alvarenga et al. 59 
2003). In general, 35% of stallions are considered to have a good frozen-thawed 60 
sperm quality, 25% average frozen-thawed quality and the other 40% are not 61 
suitable for cryopreservation (Loomis and Graham 2008). Due to its low fresh 62 
sperm quality in P.R.E horses, only 15% of stallions offers suitable cryopreserved 63 
sperm doses for sale. All these limitations determine that artificial insemination 64 
with frozen semen in P.R.E horses is less widespread than in other breeds and 65 
finding systems and procedures to increase the number of stallions and ejaculates 66 
suitable to be cooled and cryopreserved is and important goal.  67 
 68 
Colloidal purifying systems are proven to improve sperm quality (Macías García et 69 
al.,2009; Morrell et al. 2009; Mancill et al. 2010) and its use is recommend to 70 
improve fertility in subfertile stallions (Loomis 2006; Varner et al. 2008). The 71 
development of colloidal centrifugation protocols compatible with clinic procedures 72 
(Gutiérrez-Cepeda et al. 2011; Morrell 2012) has allowed us to evaluate if the 73 
incorporation of this type of products to the freezing protocol of low quality sperm 74 
equine breeds (as P.R.E. horses) could improve the success of this technique. 75 


































































In clinical practice, due to individual variability, it is necessary to perform a freeze-77 
test in order to establish which extender better optimize results (Loomis and 78 
Graham 2008). 79 
 80 
In this study we investigated if the incorporation of two different single layer 81 
colloidal centrifugation protocols prior cryopreservation in clinical conditions could 82 
increase the number of stallions or ejaculates suitable for this processing, observing 83 
the influence of centrifugation and freezing extender protocol in post-thawed sperm 84 
motility.  85 
 86 
2. Material and Methods 87 
2.1 Animals 88 
A total of six Purebred Spanish Horses (P.R.E. horses), located at Centro Militar de 89 
Cría Caballar de Ávila (CCFAA) (40,66:N 4,70:W) in Spain, were used. Stallions 90 
ranged in aged from 7 to 15 years, were kept under controlled feeding and housing 91 
conditions, and were clinically healthy and with documented fertility. 92 
 93 
2.2 Semen collection  94 
Semen was collected by allowing the stallions to mount a phantom and ejaculate 95 
into a Missouri-model artificial vagina (Nasco, Fort Atkinson, Wl), lubricated with 96 
a sterile non-spermicidal gel (IMV technologies, L´Aigle, France) and warmed to 97 
45-50ºC prior to collection. Semen was filter to capture gel. Stallions were 98 
collected on a regular basis (two collections/week) and a mare in estrous was used 99 

































































as sexual stimulation. A total of three ejaculates per stallion were used, except from 100 
stallion D in which only two ejaculates were processed. 101 
  102 
2.3 Fresh ejaculate evaluation 103 
The 17 collected, gel-free ejaculates were immediately transported to the laboratory 104 
and maintain at 37ºC for evaluation and processing 105 
 106 
Spermatozoa concentration and motion characteristics were evaluated using a 107 
computer-assisted sperm motion analyzer microscope (Sperm Class Analyzer®, 108 
Microptic SL, Barcelona, Spain) equipped with a heated stage and phase contrast 109 
optics (20× objective, Optiphot-2, Nikon, Japan). Warmed (37 ◦C) analysis 110 
chambers (fixed height of 20 µm) affixed to microscope slides (Leja Standard 111 
Count 2 chamber slides; Leja Products, B.V., Nienw-Vennep, The Netherlands) 112 
were loaded with 2 µl volume of extended semen. The major settings used for 113 
CASA were as follows: STR threshold for progressive motility, 60%; LIN 114 
threshold for circular spermatozoa, 50%; 32 frames per sequence; minimum of 15 115 
frames per object; minimum area for objects 25 pix and 10mm/s as velocity limit 116 
for immobile objects. A minimum of 500 spermatozoa were analyzed per sample. 117 
Experimental endpoints included: percentage of motile sperm (%; MOT) and 118 
percentage of progressively motile sperm (%; PMOT).  119 
 120 
Ejaculates which progressive motility in fresh semen was higher than 60% were 121 
classified as “Suitable for Cryopreservation” (SC) (Loomis and Graham 2008) and 122 
were subjected to the standard cryopreservation protocol which includes simple 123 
centrifugation. Ejaculates which progressive motility in fresh semen was lower than 124 

































































60% were classified as “Non Suitable for Cryopreservation” and were processed 125 
through colloidal centrifugation (Protocols 1 and 2). 126 
  127 
2.4 Semen centrifugation  128 
Simple Centrifugation: Ejaculates “Suitable for Cryopreservation” were subjected 129 
to simple centrifugation by pipetting 10ml of extended semen (1:1, v:v in Inra96®) 130 
in a 50ml falcon tube and centrifuged at 450g x 7 min (Loomis 2006). 131 
Colloidal Centrifugation: Ejaculates “Non Suitable for Cryopreservation” were 132 
subjected to two different colloidal centrifugation protocols with the higher density 133 
layer of the Equipure® product (Bottom Layer) (Nidacon, International AB, 134 
Mölndal, Sweden) in 50ml falcon tubes by pippeting with care to avoid mixing 135 
phases 10ml of extended semen (1:1, v:v in Inra96®) over 10ml of the colloid 136 
(Protocol 1) or 5ml of raw semen over 5ml of the colloid (Protocol 2) tempered at 137 
22ºC and centrifuged at 300g x 20 min as described by Gutiérrez-Cepeda et al. 138 
(2011). 139 
 140 
2.5 After centrifugation sperm evaluation and sample selection 141 
After centrifugation the supernatant and most of the gradient material was removed 142 
by aspiration an aliquot of the resulting homogenized sperm pellet was added to a 143 
tube containing 1ml of tempered INRA96® to obtain a final concentration of 144 
50x106 spermatozoa/ml.  145 
Samples which progressive motility increased ≥60% after colloidal centrifugation 146 
were classified as “Acceptable After Colloidal Centrifugation”, distinguishing 147 
between “Acceptable After Colloidal Centrifugation with Protocol 1”, (AACC1) 148 
and “Acceptable After Colloidal Centrifugation with Protocol 2”, (AACC2). Semen 149 

































































samples, which did not rise up to 60% after colloidal centrifugation, were not 150 
processed (Non Processed Samples, NP). 151 
Samples with ≥60% progressive motility either in fresh semen or after colloidal 152 
centrifugation (SC, AACC1 and AACC2) were processed for cryopreservation.  153 
 154 
Figure 1 155 
 156 
2.6 Freeze-test  157 
A total of fourteen samples were finally processed for cryopreservation Each 158 
sample was subjected to three different freezing protocols with three different 159 
freezing extenders commonly used in the equine reproductive industry, modified 160 
Lactose-EDTA (Martin et al. 1979), InraFreeze® (IMV technologies, L´Aigle, 161 
France) and Botu-Crio® (BioTech, Botucatu, Sao Paulo, Brazil). The required 162 
volume of each pellet to obtain a final concentration of 50x106 spermatozoa/ml  163 
was added to a fixed volume of 5ml of each extender. After resuspension, semen 164 
was packed into 0.5ml polyvinylchloride straws (IMV International, St Paul, MM). 165 
Cooling rate used was that described for each extender:  166 
- Lactose-EDTA: straws were frozen directly (Silva et al. 1997). 167 
- InraFreeze®: straws were frozen after being slowly cooled to 4ºC (-168 
0.3ºC/min) within an hour as recommended by the manufacturer. 169 
- BotuCrio®: straws were frozen after being cooled at 4-6ºC for 20 minutes 170 
as recommended by the manufacturer. 171 
Then the straws were frozen horizontally in racks placed 4cm above the surface of 172 
liquid nitrogen for 7 min, after which they were directly plunged in liquid nitrogen. 173 
 174 

































































2.7 Post-Thaw Sperm Evaluation 175 
After 4 weeks of storage, straws were thawed by immersion in a 37ºC water bath 176 
for 1 min. Spermatozoa motion characteristics were evaluated using a computer-177 
assisted sperm motion analyzer microscope (Sperm Class Analyzer®, Microptic 178 
SL, Barcelona, Spain) as described in chapter 2.3 Experimental endpoints included: 179 
percentage of motile sperm (%; MOT); percentage of progressively motile sperm 180 
(%; PMOT); curvilinear velocity (µm/s; VCL); straight-line velocity (µm/s; VSL); 181 
average path velocity (µm/s; VAP); linearity (%; LIN); straightness (%; STR); 182 
amplitude of lateral displacement (µm; ALH) and beatcross-frequency (Hz; BCF). 183 
 184 
A minimum of 500 spermatozoa per sample were counted. The analysis was 185 
performed 5 and 30 minutes after thawing. 186 
 187 
2.8 Statistical Analysis 188 
The effect of centrifugation and freezing ext nder treatment on the different 189 
motility variables was determined by ANOVA and Duncan Tests, both in general 190 
and within each group (SC and AACC). The effect of th  stallion variability was 191 
considered in the analysis. Significance was set at p<0.05. Data were processed 192 
using the SPSS-19 statistical package.   193 
 194 
3. Results 195 
3.1 Prior Cryopreservation Evaluation 196 
Progressive motility values for fresh semen and after centrifugation protocols are 197 
shown in Table 1. 198 
 199 

































































Table 1 200 
 201 
From the total seventeen ejaculates, six presented progressive motility over 60% in 202 
fresh sperm (in bold in the table). A total of fourteen samples were processed for 203 
cryopreservation, six of those were suitable for freezing according to their fresh 204 
sperm quality (Suitable for Cryopreservation, SC), and the other eight obtained 205 
enough quality for being cryopreserved after colloidal centrifugation (Acceptable 206 
After Colloidal Centrifugation, AACC) Five ejaculates did not obtained enough 207 
quality to be cryopreserved (Non Processed, NP). 208 
 209 
3.2 Post-Thaw Evaluation 210 
When studying freezing diluents and centrifugation protocols, we observed 211 
significant differences between horses (p<0.05) in all variables considered. The 212 
effect of stallion was then considered when analyzing statistically the effect of the 213 
different treatments of the study. However, these differences between stallions were 214 
reduced within the SC and AACC groups. 215 
 216 
Differences in post-thawing values after 5 and 30 minutes of incubation between 217 
groups are shown in Table 2 and 3 respectively. There were only significant 218 
differences in variables LIN5 where AACC obtained higher values, and in ALH5 219 
where SC presented a significant increased.  220 
 221 
Table 2 222 
Table 3 223 
 224 

































































Subsequently differences between the different extenders of the freeze-test were 225 
observed in post-thawing motility parameters within the Suitable for 226 
Cryopreservation group (SC) (Table 4 and 5).  227 
 228 
Table 4 229 
Table 5 230 
 231 
In the SC group Botucrio® freezing extender produced significant higher values 232 
then the others diluents in PMOT and BCF both 5 and 30 minutes after thawing. 233 
When considering velocity parameters both Botucrio® and Lac-Edta were higher 234 
than InraFreeze®, finding significant differences 5 minutes after thawing in VCL 235 
and VSL for Botucrio® and in VCL for Lac-Edta and 30 minutes after thawing in 236 
all velocity parameters for both freezing extenders with no differences between 237 
them.  238 
 239 
Tables 6 and 7 represent the differences between freeze-test extenders in post-240 
thawing motility parameters within the Acceptable After Colloidal Centrifugation 241 
group (AACC).  242 
 243 
Table 6 244 
Table 7 245 
 246 
Regarding the AACC group, MOT and PMOT both 5 and 30 minutes post-thawing 247 
were significantly higher (p<0.05) with BotuCrio® than with the other extenders 248 
considered. STR 5 minutes after thawing was significantly higher for BotuCrio® 249 

































































than for Lac-Edta but similar to InraFreeze® and LIN5 was significantly lower with 250 
InraFreeze® than with the others.  251 
 252 
4. Discussion 253 
When studying seminal characteristics in the seventeen fresh ejaculates (Table 1), 254 
we observed that only eight of the seventeen ejaculates (47,09%) presented a 255 
progressive motility over 50%. This fact reflects the low sperm quality of the 256 
P.R.E. horses, as previously described by Benito et al. (2003). 257 
 258 
Only six of the seventeen total ejaculates presented progressive motility over 60% 259 
in fresh sperm. According to different authors recommendations, only 35,29% of 260 
the ejaculates could have been processed to standard cryopreservation (SC) in our 261 
experiment (Loomis and Graham 2008).  262 
 263 
Among the six stallions included in the study, only stallion A presented enough 264 
fresh quality to process his three ejaculates. For the 83,3% of the individuals 265 
(horses B, C, D, E and F) single layer colloidal centrifugation with Equipure® was 266 
necessary to improved semen quality in all or some of their ejaculates.  267 
 268 
Between the eleven ejaculates “Non Suitable for Cryopreservation” (progressive 269 
motility in fresh sperm lower than 60%) six obtained enough motility to be 270 
included in the freeze-test when subjected to colloidal centrifugation protocols. 271 
Therefore, using colloidal centrifugation prior to cryopreservation we increased 272 
from 35% (6/17) to 71% (12/17) the percentage of ejaculates available to be freeze, 273 
doubling the number of samples that could be subjected to cryopreservation. 274 


































































A total of fourteen samples were processed for cryopreservation, six were suitable 276 
for freezing according to their fresh sperm quality (SC), and eight were suitable for 277 
cryopreservation after colloidal centrifugation (AACC). No important significant 278 
differences were found between the two different colloidal protocols, what had 279 
been previously described (Gutiérrez-Cepeda et al. 2011). However, Protocol 1 was 280 
more effective as it improved five of six of the ejaculates “Non Suitable for 281 
Cryopreservation” whereas Protocol 2 only optimized three, being this 282 
improvement exclusive for the colloidal centrifugation Protocol 2 only in ejaculate 283 
E1. 284 
 285 
When comparing centrifugation protocols we only found significant differences in 286 
LIN5 and ALH5, showing that the quality of the frozen-thawed samples from low 287 
quality ejaculates (subjected to colloidal procedure) was similar to those samples 288 
from good quality ejaculates (subjected to simple centrifugation). From worse fresh 289 
quality ejaculates, we obtained thawed sperm doses with similar sperm quality to 290 
that of good quality ejaculates. Quality similarity was maintained between 291 
centrifugation protocols after 30 minutes of incubation at 37ºC. Hoogewijs et al. 292 
(2012) also determined that colloidal centrifugation prior cryopreservation 293 
improved sperm quality of thawed samples versus cushion centrifugation.  294 
 295 
Colloidal purifying systems are proven to improve fresh sperm quality (Morrell, 296 
2012) and improve and maintain sperm quality during storage at 5ºC (Johannisson 297 
et al., 2009). Regarding sperm cryopreservation in human reproduction, since early 298 
90s, colloidal centrifugation techniques has been used to select a superior sperm 299 

































































sample that better withstands the cryopreservation process obtaining thawing sperm 300 
samples with better quality compared to non selected-samples (Pérez-Sánchez et al. 301 
1994; Sharma and Agarwal 1996). Colloidal centrifugation has proved to improve 302 
equine sperm quality when applied over thawed samples compared to non-selective 303 
techniques (Macías García et al. 2009; Mancill et al. 2010). When applying 304 
colloidal centrifugation prior cryopreservation of equine sperm, Hoogewijs et al. 305 
(2011) found an improvement in quality both before and after cryopreservation 306 
when colloidal centrifugation was performed compared to non-selective techniques 307 
but this effect was higher in stallions classified as “Non Suitable for 308 
Cryopreservation” (stallions that produced post-thawing progressive motility 309 
<30%). Similarly, Mancill et al. (2010) found higher thawing sperm quality in 310 
“subfertile stallions” when colloidal centrifugation was performed, although no 311 
differences were found between centrifugation techniques within the fertile group.  312 
 313 
We did not find significant differences between samples processed through 314 
colloidal and simple centrifugation. This could be because, unlike Mancill and 315 
Hoogewijs studies, only low quality ejaculates were subjected to colloidal 316 
centrifugation.  317 
 318 
Regarding our results of freezing diluents, we can determine that BotuCrio® 319 
freezing extender better optimized motility parameters and its characteristics 320 
comparing to the other freezing extenders analyzed both in the SC and AACC 321 
groups. It improves progressive motility both immediately and after 30 minutes of 322 
incubation when comparing to the others. For velocity parameters (VCL, VSL and 323 
VAP) Lac-Edta was superior to InraFreeze®.  324 


































































This superiority could be related with its cryoprotectants combination, which 326 
includes a lower Glycerol concentration and Metilformamine. Both InraFreeze® 327 
and Lac-Edta diluents include Glycerol as the only cryoprotectant agent. It has been 328 
published that sperm cryopreservation with amines as cryoprotectant are effective 329 
in improving motility, viability in the female genital tract and fertility of frozen-330 
thawed sperm, as well as in reducing individual and breed variability, mainly in 331 
horses classified as “bad freezers” (Alvarenga et al. 2003; Melo et al. 2007).  332 
 333 
The development of new freezing extenders, as it seemed to happen with amides 334 
(Alvarenga et al. 2005), in combination with sperm selection techniques can be use 335 
in equine reproduction clinics to optimize sperm cryopreservation, especially when 336 
dealing with low fresh sperm quality breeds, what limits their inclusion in freezing 337 
commercial protocols.  338 
 339 
When studying freezing diluents and centrifugation protocols, there were 340 
significant differences between horses (p<0.05) in all variables considered, what 341 
reflects the characteristic individual sperm-response variability among horse 342 
population (Loomis and Graham 2008).  343 
 344 
Colloidal centrifugation selects a sperm subpopulation that responds different to 345 
osmotic shock (Hoogewijs et al. 2011; Macías García et al. 2012). This fact could 346 
be related to lower ROS production and contamination achieved after colloidal 347 
centrifugation and could help to withstand the cryopreservation process (Hoogewijs 348 
et al. 2011).  349 


































































As described by Mancill et al. (2010) we believe that the incorporation of colloidal 351 
centrifugation prior to cryopreservation in fertile stallions is not worth as it 352 
determines an additional processing step, which causes a significant loss of 353 
presumably normal sperm and increases economic and technical costs 354 
unnecessarily. The importance of stallion selection has also been described by 355 
others (Hoogewijs et al. 2011). However, and in agreement with Hoogewijs et al. 356 
(2011) we believe that the clinical incorporation of colloidal centrifugation in low 357 
quality ejaculates in cryopreservation protocols has a great interest, as it increases 358 
the efficiency of the freezing technique when dealing with low fresh quality 359 
ejaculates as the number of ejaculates suitable for cryopreservation in each stallion 360 
is raised.  361 
 362 
5. Conclusion 363 
Colloidal centrifugation optimizes the efficiency of the cryopreservation technique 364 
as it allows increasing the number of ejaculates and stallions suitables to be frozen 365 
with similar post-thawing characteristics compared to simple centrifugation. 366 
Including new semen processing techniques in the freeze-test could help to 367 
optimize the equine sperm cryopreservation protocols. These results could have a 368 
great interest in the equine reproductive industry when dealing with individuals or 369 
breeds which initially low sperm quality prevents or limits their inclusion in sperm 370 
cryopreservation programs. 371 
 372 
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List of figures and tables 449 
Figure 1: Semen Centrifugation protocols 450 
 451 
S: Simple Centrifugation; CC: Colloidal Centrifugation (Protocol 1 and Protocol 2). 452 
SC: Suitable for Cryopreservation; AACC: Acceptable After Colloidal 453 
Centrifugation; AACC1: Acceptable After Colloidal Centrifugation with Protocol 454 
1; AACC2: Acceptable After Colloidal Centrifugation with Protocol 2. 455 
 456 





AFTER CENTRIFUGATION PROTOCOLS 
S PROTOCOL 1 CC PROTOCOL 2 CC 
A 1 SC 76,9 67 - - 

































































A 2 SC 70,8 59,2 - - 
A 3 SC 68,4 67,9 - - 
B 1 SC 69 69,4 - - 
B 2 NP 44,6 - 33,1 42,6 
B 3 NP 42,1 - 49,2 50,7 
C 1 SC 67,2 59,3 - - 
C 2 NP 38,1 - 12,4 24,7 
C 3 AACC1-2 56,4 - 75,7 58,4 
D 1 AACC1 41,9 - 65,4 53,6 
D 2 AACC1 41,9 - 65,4 53,6 
E 1 AACC2 56,5 - 54,3 66,8 
E 2 NP 49,6 - 49 48,5 
E 3 NP 49,7 - 41,8 32 
F 1 SC 71,2 52,3 - - 
F 2 AACC1 46,3 - 61,8 49,8 
F 3 AACC1-2 52,1 - 60,8 64,3 
Progressive motility values for horses (A-F) in fresh semen (FRESH) and After 459 
Centrifugation: simple (S [10ml extended semen], 1:1, v:v with INRA96®) or 460 
colloidal (PROTOCOL 1 CC [10ml extended semen, 1:1, v:v with INRA96®, over 461 
10ml bottom layer®] and PROTOCOL 2 CC [5ml raw semen over 5ml bottom 462 
layer®]). Group: Suitable for Cryopreservation (SC), Acceptable after Colloidal 463 
Centrifugation with protocol 1 (AACC1) or protocol 2 (AACC2) or both (AACC1-464 
2) and Non Processed (NP). 465 
 466 
Table 2. Means values for variables 5 minutes after thawing with significant 467 
differences for the different groups. 468 
GROUP MOT5 PMOT5 VCL5 VSL5 VAP5 LIN5 STR5 ALH5 BCF5 
SC 59,10a 45,59a 84,08a 59,71a 69,02a 71,99b 88,89a 2,58a 10,53a 

































































AACC1 51,55a 40,29a 76,54a 62,43a 68,93a 81,87a 90,75a 1,84b 8,51a 
AACC2 44,22a 38,51a 81,01a 68,88a 73,39a 84,54a 93,66a 2,07b 9,21a 
Means values of percentage of percentage of motile sperm (%; MOT); percentage 469 
of progressively motile sperm (%; PMOT); curvilinear velocity (µm/s; VCL); 470 
straight-line velocity (µm/s; VSL); average path velocity (µm/s; VAP); linearity 471 
(%; LIN); straightness (%; STR); amplitude of lateral displacement (µm; ALH) and 472 
beatcross-frequency (Hz; BCF), after 5 (5) minutes of incubation. Centrifugation 473 
Protocol: C (Simple centrifugation; 10ml extended semen), 1 (Protocol 1: 10ml 474 
extended semen over 10ml bottom layer®) and 2 (Protocol 2: 5ml raw semen over 475 
5ml bottom layer®). Superscript letters represent significant differences between 476 
treatments (p<0.05) in each variable. 477 
 478 
Table 3. Means values for variables 30 minutes after thawing with significant 479 
differences for the different centrifugation protocols 480 
GROUP MOT30 PMOT30 VCL30 VSL30 VAP30 LIN30 STR30 ALH30 BCF30 
SC 50,28a 36,91a 78,24a 59,79a 66,33a 76,82a 90,37a 2,33a 9,76a 
AACC1 41,57a 31,01a 74,79a 60,16a 65,76a 80,75a 91,67a 1,95a 8,71a 
AACC2 37,80a 27,42a 69,44a 58,00a 62,23a 83,54a 93,21a 1,83a 8,48a 
Means values of percentage of percentage of motile sperm (%; MOT); percentage 481 
of progressively motile sperm (%; PMOT); curvilinear velocity (µm/s; VCL); 482 
straight-line velocity (µm/s; VSL); average path velocity (µm/s; VAP); linearity 483 
(%; LIN); straightness (%; STR); amplitude of lateral displacement (µm; ALH) and 484 
beatcross-frequency (Hz; BCF), after 30 (30) minutes of incubation. Centrifugation 485 
Protocol: C (Simple centrifugation; 10ml extended semen), 1 (Protocol 1: 10ml 486 
extended semen over 10ml bottom layer®) and 2 (Protocol 2: 5ml raw semen over 487 

































































5ml bottom layer®). Superscript letters represent significant differences between 488 
treatments (p<0.05) in each variable. 489 
 490 
Table 4. Means values variables 5 minutes after thawing with the different freezing 491 
extenders in the Suitable for Cryopreservation group 492 
Extender MOT5 PMOT5 VCL5 VSL5 VAP5 LIN5 STR5 ALH5 BCF5 
Botucrio® 73,48a 61,70a 93,24a 66,40a 72,49a 72,45a 91,60a 2,76a 11,72a 
InraFreeze® 57,33a 42,17b 71,38b 53,46b 63,88a 75,07a 90,89a 2,41a 9,99b 
Lac-Edta 46,45a 32,90b 87,61a 59,26a,b 70,70a 68,47a 84,20b 2,55a 9,85b 
Means values of percentage of percentage of motile sperm (%; MOT); percentage 493 
of progressively motile sperm (%; PMOT); curvilinear velocity (µm/s; VCL); 494 
straight-line velocity (µm/s; VSL); average path velocity (µm/s; VAP); linearity 495 
(%; LIN); straightness (%; STR); amplitude of lateral displacement (µm; ALH) and 496 
beatcross-frequency (Hz; BCF), after 5 (5) minutes of incubation. Superscript 497 
letters represent significant differences between treatments (p<0.05) in each 498 
variable. 499 
 500 
Table 5. Means values variables 30 minutes after thawing with the different 501 
freezing extenders in the Suitable for Cryopreservation (SC) group 502 
Extender MOT30 PMOT30 VCL30 VSL30 VAP30 LIN30 STR30 ALH30 BCF30 
Botucrio® 59,27a 46,48a 85,67a 64,54a 69,88a 75,92a 92,33a 2,59a 10,96a 
InraFreeze® 50,66a 33,65b 65,51b 51,61b 57,73b 75,92a 90,02a 2,16a 9,20b 
Lac-Edta 40,92a 30,60b 80,55a 63,23a 71,38a 78,63a 88,75a 2,23a 9,13b 
Means values of percentage of percentage of motile sperm (%; MOT); percentage 503 
of progressively motile sperm (%; PMOT); curvilinear velocity (µm/s; VCL); 504 
straight-line velocity (µm/s; VSL); average path velocity (µm/s; VAP); linearity 505 

































































(%; LIN); straightness (%; STR); amplitude of lateral displacement (µm; ALH) and 506 
beatcross-frequency (Hz; BCF), after 30 (30) minutes of incubation. Superscript 507 
letters represent significant differences between treatments (p<0.05) in each 508 
variable. 509 
 510 
Table 6. Means values for variables 5 minutes after thawing with the different 511 
freezing extenders in the Acceptable After Colloidal Centrifugation (AACC) group 512 
Extender MOT5 PMOT5 VCL5 VSL5 VAP5 LIN5 STR5 ALH5 BCF5 
Botucrio® 64,14a 55,69a 79,62a 66,31a 70,94a 83,00a 93,34a 1,96a 9,26a 
InraFreeze® 43,59b 34,43b 71,90a 62,39a 66,11a 86,61a 94,16a 1,90a 8,54a 
Lac-Edta 38,30b 27,11b 82,54a 64,27a 73,53a 77,56b 87,43b 1,94a 8,63a 
Means values of percentage of percentage of motile sperm (%; MOT); percentage 513 
of progressively motile sperm (%; PMOT); curvilinear velocity (µm/s; VCL); 514 
straight-line velocity (µm/s; VSL); average path velocity (µm/s; VAP); linearity 515 
(%; LIN); straightness (%; STR); amplitude of lateral displacement (µm; ALH) and 516 
beatcross-frequency (Hz; BCF), after 5 (5) minutes of incubation. Superscript 517 
letters represent significant differences between treatments (p<0.05) in each 518 
variable. 519 
 520 
Table 7. Means values for variables 30 minutes after thawing with the different 521 
freezing extenders in the Acceptable After Colloidal Centrifugation (AACC) group 522 
Extender MOT30 PMOT30 VCL30 VSL30 VAP30 LIN30 STR30 ALH30 BCF3
0 
Botucrio® 54,03a 42,03a 72,93a 61,63a 65,95a 84,35a 93,43a 1,80a 8,46a 
InraFreeze® 35,86b 23,49b 65,76a 54,01a 57,18a 82,03a 94,23a 1,85a 9,00a 
Lac-Edta 29,80b 22,19b 79,95a 61,79a 69,81a 78,01a 88,70a 2,11a 8,44a 


































































Means values of percentage of percentage of motile sperm (%; MOT); percentage 524 
of progressively motile sperm (%; PMOT); curvilinear velocity (µm/s; VCL); 525 
straight-line velocity (µm/s; VSL); average path velocity (µm/s; VAP); linearity 526 
(%; LIN); straightness (%; STR); amplitude of lateral displacement (µm; ALH) and 527 
beatcross-frequency (Hz; BCF), after 30 (30) minutes of incubation. Superscript 528 
letters represent significant differences between treatments (p<0.05) in each 529 
variable. 530 
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Figure 1: Semen Centrifugation protocols 
 
S: Simple Centrifugation; CC: Colloidal Centrifugation (Protocol 1 and Protocol 2). SC: 
Suitable for Cryopreservation; AACC: Acceptable After Colloidal Centrifugation; 
AACC1: Acceptable After Colloidal Centrifugation with Protocol 1; AACC2: 
Acceptable After Colloidal Centrifugation with Protocol 2. 
 




































































AFTER CENTRIFUGATION PROTOCOLS 
S PROTOCOL 1 CC PROTOCOL 2 CC 
A 1 SC 76,9 67 - - 
A 2 SC 70,8 59,2 - - 
A 3 SC 68,4 67,9 - - 
B 1 SC 69 69,4 - - 
B 2 NP 44,6 - 33,1 42,6 
B 3 NP 42,1 - 49,2 50,7 
C 1 SC 67,2 59,3 - - 
C 2 NP 38,1 - 12,4 24,7 
C 3 AACC1-2 56,4 - 75,7 58,4 
D 1 AACC1 41,9 - 65,4 53,6 
D 2 AACC1 41,9 - 65,4 53,6 
E 1 AACC2 56,5 - 54,3 66,8 
E 2 NP 49,6 - 49 48,5 
E 3 NP 49,7 - 41,8 32 
F 1 SC 71,2 52,3 - - 
F 2 AACC1 46,3 - 61,8 49,8 
F 3 AACC1-2 52,1 - 60,8 64,3 
Progressive motility values for horses (A-F) in fresh semen (FRESH) and After 
Centrifugation: simple (S [10ml extended semen], 1:1, v:v with INRA96®) or colloidal 
(PROTOCOL 1 CC [10ml extended semen, 1:1, v:v with INRA96®, over 10ml bottom 
layer®] and PROTOCOL 2 CC [5ml raw semen over 5ml bottom layer®]). Group: 
Suitable for Cryopreservation (SC), Acceptable after Colloidal Centrifugation with 
protocol 1 (AACC1) or protocol 2 (AACC2) or both (AACC1-2) and Non Processed 
(NP). 
 
































































Table 2. Means values for variables 5 minutes after thawing with significant differences 
for the different groups. 





















































Means values of percentage of percentage of motile sperm (%; MOT); percentage of 
progressively motile sperm (%; PMOT); curvilinear velocity (µm/s; VCL); straight-line 
velocity (µm/s; VSL); average path velocity (µm/s; VAP); linearity (%; LIN); 
straightness (%; STR); amplitude of lateral displacement (µm; ALH) and beatcross-
frequency (Hz; BCF), after 5 (5) minutes of incubation. Centrifugation Protocol: C 
(Simple centrifugation; 10ml extended semen), 1 (Protocol 1: 10ml extended semen 
over 10ml bottom layer®) and 2 (Protocol 2: 5ml raw semen over 5ml bottom layer®). 
Superscript letters represent significant differences between treatments (p<0.05) in each 
variable. 
 
































































Table 3. Means values for variables 30 minutes after thawing with significant 
differences for the different centrifugation protocols 























































Means values of percentage of percentage of motile sperm (%; MOT); percentage of 
progressively motile sperm (%; PMOT); curvilinear velocity (µm/s; VCL); straight-line 
velocity (µm/s; VSL); average path velocity (µm/s; VAP); linearity (%; LIN); 
straightness (%; STR); amplitude of lateral displacement (µm; ALH) and beatcross-
frequency (Hz; BCF), after 30 (30) minutes of incubation. Centrifugation Protocol: C 
(Simple centrifugation; 10ml extended semen), 1 (Protocol 1: 10ml extended semen 
over 10ml bottom layer®) and 2 (Protocol 2: 5ml raw semen over 5ml bottom layer®). 
Superscript letters represent significant differences between treatments (p<0.05) in each 
variable. 
 
































































Table 4. Means values variables 5 minutes after thawing with the different freezing 
extenders in the Suitable for Cryopreservation group 





















































Means values of percentage of percentage of motile sperm (%; MOT); percentage of 
progressively motile sperm (%; PMOT); curvilinear velocity (µm/s; VCL); straight-line 
velocity (µm/s; VSL); average path velocity (µm/s; VAP); linearity (%; LIN); 
straightness (%; STR); amplitude of lateral displacement (µm; ALH) and beatcross-
frequency (Hz; BCF), after 5 (5) minutes of incubation. Superscript letters represent 
significant differences between treatments (p<0.05) in each variable. 
 
































































Table 5. Means values variables 30 minutes after thawing with the different freezing 
extenders in the Suitable for Cryopreservation (SC) group 























































Means values of percentage of percentage of motile sperm (%; MOT); percentage of 
progressively motile sperm (%; PMOT); curvilinear velocity (µm/s; VCL); straight-line 
velocity (µm/s; VSL); average path velocity (µm/s; VAP); linearity (%; LIN); 
straightness (%; STR); amplitude of lateral displacement (µm; ALH) and beatcross-
frequency (Hz; BCF), after 30 (30) minutes of incubation. Superscript letters represent 
significant differences between treatments (p<0.05) in each variable. 
 
































































Table 6. Means values for variables 5 minutes after thawing with the different freezing 
extenders in the Acceptable After Colloidal Centrifugation (AACC) group 
Extender MOT5 PMOT5 VCL5 VSL5 VAP5 LIN5 STR5 ALH5 BCF5 
















































Means values of percentage of percentage of motile sperm (%; MOT); percentage of 
progressively motile sperm (%; PMOT); curvilinear velocity (µm/s; VCL); straight-line 
velocity (µm/s; VSL); average path velocity (µm/s; VAP); linearity (%; LIN); 
straightness (%; STR); amplitude of lateral displacement (µm; ALH) and beatcross-
frequency (Hz; BCF), after 5 (5) minutes of incubation. Superscript letters represent 
significant differences between treatments (p<0.05) in each variable. 
 
































































Table 7. Means values for variables 30 minutes after thawing with the different freezing 
extenders in the Acceptable After Colloidal Centrifugation (AACC) group 







































Means values of percentage of percentage of motile sperm (%; MOT); percentage of 
progressively motile sperm (%; PMOT); curvilinear velocity (µm/s; VCL); straight-line 
velocity (µm/s; VSL); average path velocity (µm/s; VAP); linearity (%; LIN); 
straightness (%; STR); amplitude of lateral displacement (µm; ALH) and beatcross-
frequency (Hz; BCF), after 30 (30) minutes of incubation. Superscript letters represent 
significant differences between treatments (p<0.05) in each variable. 
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  CAPÍTULO	  8:	  DISCUSIÓN	  
	  
1.	  Artículo	  1:	   “Simple	  and	  economic	  colloidal	  centrifugation	  protocols	  may	  
be	  incorporated	  into	  the	  clinical	  equine	  sperm	  processing	  procedure”	  En	   nuestro	   primer	   experimento	   (Articulo	   1)	   estudiamos	   la	   adaptación	  clínica	  de	  un	  producto	  de	  centrifugación	  coloidal	  (CC)	  (Equipure®)	  a	  través	  de	  la	  comparación	  del	  protocolo	  propuesto	  por	  el	  fabricante	  con	  otros	  cinco	  protocolos	  de	  aplicación	  clínica	  más	  sencilla.	  Pudimos	  constatar	  que	  la	  calidad	  seminal	  de	  las	  muestras	  obtenidas	  tras	  los	  diferentes	  protocolos	  de	  CC	  propuestos	  no	  disminuían	  con	  respecto	  a	   la	  calidad	  del	  protocolo	  comercial	  sugerido	  por	  el	   fabricante.	  Ello	  determina	   la	   posibilidad	   de	   aplicar	   protocolos	   de	   una	   sola	   capa	   y	   con	   grandes	  volúmenes	  de	   semen	   (puro	  o	  diluido)	   sin	   que	   se	   vea	   afectada	  negativamente	   la	  efectividad	  de	  la	  técnica.	  	  	  Otros	   autores	   han	   llegado	   a	   conclusiones	   similares	   a	   las	   nuestras,	  determinando	   que	   los	   protocolos	   de	   CC	   de	   una	   sola	   capa	   son,	   al	   menos,	   tan	  buenos	  como	  los	  de	  gradientes	  de	  densidad	  para	  varias	  especies	  en	  cuanto	  a	  su	  capacidad	   selectiva	   y	   parámetros	   seminales	   obtenidos	   (Morrell	   y	   col.,	   2008a,	  2008b,	   2009a,	   2009b,	   2009c;	   Thys	   y	   col.,	   2009;	   Edmond	   y	   col.,	   2012).	   La	  posibilidad	   de	   utilizar	  métodos	   de	   CC	   de	   una	   sola	   capa	   junto	   al	   procesado	  de	  grandes	  volúmenes	  de	  semen	  que	  permiten	  el	  procesado	  rápido	  del	  eyaculado	  completo,	  	  resulta	  	  muy	  atractiva	  y	  	  deseada	  	  puesto	  	  que	  	  facilita	  	  y	  	  simplifica	  	  la	  técnica	  a	  la	  vez	  que	  disminuye	  los	  costes	  y	  el	  tiempo	  empleado	  (Morrell	  y	  col.,	  2009c).	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En	  cuanto	  al	   incremento	  de	   la	  calidad	  seminal	  sobre	   la	  muestra	   inicial	   (VT-­‐VC)	   observamos	   que	   todos	   los	   tratamientos	   incrementaron	   tanto	   el	   índice	   de	  rectitud	  (STR)	  como	  la	  frecuencia	  de	  batida	  (BCF).	  El	  índice	  de	  linearidad	  (LIN)	  fue	  significativamente	   mayor	   en	   los	   protocolos	   de	   CC	   con	   semen	   diluido	   versus	   las	  muestras	   control.	   La	   tendencia	   a	   presentar	  mejores	   valores	   en	   los	   tratamientos	  que	  utilizaban	  semen	  diluido	  se	  observó,	  en	  general,	  en	  todas	  las	  variables	  aunque	  sin	  diferencias	  entre	  ellos.	  LIN	  y	  STR	  son	  medidas	  de	  progresividad	  y	  BCF	  medidas	  de	  vigor	  espermático	  (Cancel	  y	  col.,	  2000).	  	  En	  cuanto	  a	  la	  integridad	  de	  la	  cromatina	  medida	  a	  tiempo	  0	  tras	  el	  procesado,	  se	  observó	   mayor	   integridad	   de	   la	   cromatina	   en	   los	   protocolos	   2,	   4,	   5	   y	   6.	   Estos	  resultados	   son	   similares	   a	   los	   reportados	   por	   otros	   autores	   que	   también	   han	  descrito	   menores	   valores	   de	   sDFI	   en	   las	   muestras	   espermáticas	   sometidas	   a	  selección	  mediante	   CC	   respecto	   a	   las	   no	   seleccionadas	   (Macpherson	   y	   col,	   2002;	  Edmond,	  2009;	  Johanisson	  y	  col.,	  2009;	  Morrell	  y	  col.,	  2009a,	  2009b,	  2009c,	  2012).	  La	  relación	  existente	  entre	  la	  integridad	  de	  la	  cromatina	  espermática	  y	  la	  fertilidad	  (Love	   y	   Kenney,	   1994;	   López-­‐Fernández	   y	   col.,	   2007;	  Morrell	   y	   col.,	   2009e)	   y	   la	  capacidad	   de	   la	   CC	   para	   seleccionar	   espermatozoides	   con	   cromatina	   intacta	   y	  madura,	  de	  mayor	  densidad	  que	  la	   inmadura	  o	  dañada	  (Johannisson	  y	  col.,	  2009;	  Morrell	  y	  col.,	  2009b),	  ha	  hecho	  que	  se	  referencie	  como	  una	  técnica	  efectiva	  para	  maximizar	  la	  fertilidad	  de	  los	  sementales	  (Macpherson	  y	  col.,	  2002;	  Brinsko,	  2006;	  Geraghty,	  2006;	  Loomis,	  2006;	  Edmond	  y	  col.,	  2008;	  Morrell	  y	  col.,	  2008a;	  Varner	  y	  col.,	   2008;	   Johannisson	   y	   col.,	   2009;	   	   Morrell	   y	   col.,	   2009d,	   2009e;	   	   Mari	   y	   col.,	  2011).	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La	   CC	   ha	   sido	   descrita	   por	   otros	   autores	   como	   una	   técnica	   útil	   para	  seleccionar	   espermatozoides	   mótiles,	   con	   morfología	   normal	   y	   cromatina	  espermática	   intacta,	   además	   de	   eliminar	   las	   células	   inflamatorias	   y	  espermatozoides	  muertos	  o	  dañados	  presentes,	  que	  podrían	  ser	   responsables	  de	  un	   efecto	   dañino	   sobre	   los	   espermatozoides	   viables	   (Johannisson	   y	   col.,	   2009;	  Ortega-­‐Ferrusola	  y	  col.,	  2009)	  y	  eliminar	  así	  mismo	  agentes	  patógenos	  (Geraghty,	  2006;	  Morrell	  y	  Geraghty,	  2006;	  Johannisson	  y	  col.,	  2009;	  Ortega-­‐Ferrusola	  y	  col.,	  2009).	  	  	  Atendiendo	  a	  los	  protocolos	  de	  CC	  que	  proponía	  el	  fabricante	  y	  al	  volumen	  de	  semen	   que	   presentan	   generalmente	   los	   sementales	   (60	   a	   100	   ml	   de	   media),	   la	  incorporación	  de	  esta	   técnica	  al	  procesamiento	  de	   semen	  equino	  determinaba	  el	  uso	  de	  unos	  40	  tubos	  de	  centrifugación	  (de	  50	  ml)	  y	  el	  incremento	  en	  un	  100%	  el	  costo	  de	  la	  congelación	  del	  semen,	  lo	  que	  resultaba	  inviable	  desde	  el	  punto	  de	  vista	  clínico.	  	  	  En	   los	   protocolos	   tradicionales	   de	   dos	   capas,	   para	   conseguir	   una	   adecuada	  selección	   espermática,	   es	   muy	   importante	   no	   romper	   la	   interfase	   entre	   los	  gradientes	   de	   distinta	   densidad.	   Para	   ello	   se	   deben	   colocar	   muy	   despacio	   uno	  encima	  de	  otro	  y,	  aunque	  con	  mucha	  dificultad,	  poder	  observarla	  visualmente.	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Otro	   momento	   crítico	   es	   la	   deposición	   del	   semen	   encima	   del	   gradiente	   y,	  aunque	   es	   más	   fácil	   de	   visualizar,	   es	   igual	   de	   difícil	   conseguir	   una	   separación	  limpia	   entre	   semen	   y	   coloide.	   Por	   todo	   ello,	   el	   uso	   de	   una	   sola	   capa	   de	   coloide	  disminuye	  los	  factores	  externos	  que	  pueden	  interferir	  a	   la	  hora	  de	  conseguir	  una	  buena	  muestra	  de	  espermatozoides	  seleccionados.	  	  Nuestros	   resultados	   indican	   que	   los	   protocolos	   diseñados	   en	   nuestro	  laboratorio	   son	   útiles	   para	   obtener	   muestras	   espermáticas	   de	   mayor	   calidad,	  pudiendo	   centrifugar	   en	   una	   sola	   capa	   del	   coloide	   y	   con	   un	  mayor	   volumen	   de	  semen,	   sin	   perder	   calidad	   de	   la	   muestra	   obtenida.	   Este	   hecho	   supone	   un	   gran	  avance	  desde	  el	  punto	  de	  vista	  económico	  y	  técnico.	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2.	  Artículo	  2:	  “Colloidal	  centrifugation	  of	  stallion	  semen	  results	  in	  a	  reduced	  
rate	  of	  sperm	  DNA	  fragmentation”	  En	  el	  segundo	  trabajo	  (Artículo	  2)	  comparamos	  la	  CC	  con	  la	  centrifugación	  simple	  (CS)	  en	  semen	  fresco,	  a	  través	  del	  estudio	  de	   las	  características	  seminales	  del	  semen	  no	  centrifugado	  (NC)	  y	  de	  los	  pellets	  resultantes	  de	  las	  centrifugaciones.	  	  Pudimos	  constatar	  que	  no	  existieron	  diferencias	  significativas	  a	  tiempo	  0	  en	  la	  motilidad	  progresiva	  (MP)	  entre	  tratamientos.	  Como	  en	  el	  trabajo	  previamente	  descrito	  (Artículo	  1),	  en	  el	  que	  tampoco	  encontramos	  diferencias	  significativas	  en	  la	  MP	  entre	  la	  muestra	  no	  centrifugada	  y	  la	  muestra	  procesada	  con	  CC.	  	  	  Del	   mismo	   modo,	   no	   existieron	   diferencias	   significativas	   a	   tiempo	   0	   en	   el	  valor	   de	   la	   integridad	   de	   la	   cromatina	   espermática	   entre	   tratamientos.	   Estos	  resultados	  se	  contraponen	  con	  los	  encontraros	  por	  otros	  autores	  	  quienes	  reportan	  menores	   índices	   de	   fragmentación	   del	   ADN	   espermático	   en	   las	   muestras	  espermáticas	  que	  habían	  sido	  sometidas	  a	  selección	  mediante	  CC	  respecto	  a	  las	  no	  seleccionadas	   (Macpherson	   y	   col,	   2002;	   Edmond,	   2009;	   Johanisson	   y	   col.,	   2009;	  Morrell	   y	   col.,	   2009a,	   2009b,	   2009c,	   2012),	   y	   con	   los	   de	   Love	   y	   colaboradores	  (2005)	   quienes	   determinaron	   que	   la	   CS	   tenía	   un	   efecto	   negativo	   sobre	   la	  integridad	  del	  ADN	  espermático	  visible	  nada	  más	  procesarlo.	  	  	  Por	  el	  contrario,	  Hoogewijs	  y	  colaboradores	  (2010)	  han	  determinado	  que	  la	  CS	   de	   semen	   equino	   no	   afecta	   negativamente	   al	   daño	   sobre	   la	   cromatina	  espermática,	  incluso	  tras	  4	  días	  de	  almacenamiento	  en	  refrigeración.	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En	  relación	  a	  la	  dinámica	  de	  la	  fragmentación	  de	  la	  cromatina,	  sin	  embargo,	  sí	  encontramos	  mejores	  valores	  en	  las	  muestras	  procesadas	  mediante	  CC	  que	  en	  las	  muestras	  NC	  y	  que	  en	  las	  procesadas	  mediante	  CS.	  	  En	  ninguno	  de	  los	  estudios	  anteriormente	  citados	  realizaron	  una	  evaluación	  dinámica	  de	  la	  fragmentación	  del	  ADN	  espermático,	  que	  es	  considerada	  por	  ciertos	  autores	  muy	  importante	  ya	  que	  durante	  la	  incubación	  hay	  una	  tendencia	  a	  que	  se	  incremente	   el	   daño	   en	   las	   moléculas	   de	   ADN	   (López-­‐Fernández	   y	   col.,	   2007;	  Cortés-­‐Gutiérrez	   y	   col.,	   2008),	   al	   permitirse	   la	   expresión	   del	   daño	   latente	   de	   la	  cromatina	   espermática	   que	   no	   es	   visible	   inmediatamente	   tras	   la	   eyaculación,	   la	  criopreservación	   o	   el	   procesado	   (Gosálvez	   y	   col.,	   2011a,	   2011b).	   Hay	   evidencias	  crecientes	  de	  que	  la	   integridad	  de	   la	  cromatina	  espermática	  en	  el	  momento	  de	   la	  fertilización	   influye	   en	   la	   supervivencia	   embrionaria	   (López-­‐Fernández	   y	   col.,	  2007),	   de	   modo	   que	   una	   integridad	   del	   ADN	   espermático	   pobre	   puede	  desencadenar	   o	   ser	   responsable	   de	   parte	   de	   la	   infertilidad	   tradicionalmente	  asociada	  a	   la	  hembra.	  Por	  ello,	   la	  evaluación	  única	  de	   los	  valores	  basales	  de	  sDFI	  puede	  resultar	  en	  una	  falsa	  evaluación	  positiva	  de	  la	  calidad	  del	  ADN.	  	  Para	  realizar	  esta	  evaluación	  dinámica,	  tomamos	  medidas	  de	  los	  valores	  sDFI	  a	  tiempo	  0,	  4,	  6	  y	  24	  horas	  de	  incubación	  para	  calcular	  la	  tasa	  de	  fragmentación	  del	  ADN	   espermático	   (r-­‐SDF)	   como	   el	   incremento	   en	   la	   pérdida	   de	   calidad	   del	   ADN	  durante	  este	  periodo	  de	  incubación.	  La	  tasa	  de	  fragmentación	  del	  ADN	  fue	  menor	  en	   el	   protocolo	   de	   CC	   respecto	   a	   la	   CS	   y	   a	   la	   no	   centrifugación.	   Al	   observar	   la	  dinámica	   del	   ADN	   espermático	   resultó	   posible	   evaluar	   la	   subpoblación	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espermática	  con	  ADN	  dañado	  que	  se	  había	  eliminado	  con	  la	  CC	  pero	  que	  a	  tiempo	  0	  aún	   no	   había	   podido	   expresarse.	   La	   evaluación	   dinámica	   del	   sDFI	   es	   una	  herramienta	  más	  sensible	  de	  diagnóstico	  del	  daño	  del	  DNA	  leve	  y	  representa	  una	  herramienta	   poderosa	   para	   el	   refinamiento	   de	   las	   tecnologías	   de	   reproducción	  asistida.	  	  	  La	  eliminación	  del	  plasma	  seminal	  mediante	  CS	  es	  uno	  de	  los	  procedimientos	  para	  mejorar	   la	  viabilidad	  del	  semen	  en	   la	  clínica	  equina	  (Aurich,	  2008;	  Ferrer	  y	  col.,	  2012),	  concentrando	  espermatozoides	  normales,	  anormales	  y	  no	  viables	  en	  el	  “pellet”	   (Sieme	   y	   col.,	   2003;	   Johannisson	   y	   col.,	   2009;	   Ferrer	   y	   col.,	   2012).	   En	  humana	   las	   técnicas	  de	  selección	  espermática	  se	   recomiendan	  porque	  se	  evita	   la	  CS	  en	   la	  que	   todos	   los	  espermatozoides	  permanecen	  en	   la	  población	   final,	   lo	  que	  incrementa	   la	   producción	   de	   EROs	   en	   el	   pellet	   provocando	   un	   efecto	   negativo	  sobre	  la	  función	  espermática	  y	  fallos	  de	  fertilización	  (Sieme	  y	  col.,	  2003;	  Thomson	  y	   col.,	   2009;	   Jayaraman	   y	   col.,	   2012).	   Al	   retirarse	   espermatozoides	   no	   viables	   o	  dañados	  y	  leucocitos	  mediante	  CC	  se	  disminuye	  la	  formación	  de	  EROs,	  reduciendo	  el	  daño	  que	  sufren	   los	  espermatozoides	  vivos,	  manteniéndose	   la	   integridad	  de	   la	  cromatina	  espermática	  e	  incrementándose	  la	  viabilidad	  espermática	  (Johannisson	  y	   col.,	   2009;	   Macías	   y	   col.,	   2009a;	   Morrell	   y	   col.,	   2009a,	   2009b,	   2009d;	   López-­‐Fernández	  y	  col.,	  2010).	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Nuestro	  equipo	  investigador	  ha	  realizado	  otros	  trabajos	  estudiando	  la	  CC	  y	  la	  CS	   a	   través	   la	   comparación	   de	   los	   sobrenadantes	   y	   pellets	   obtenidos	   tras	   cada	  técnica	   (Gutiérrez-­‐Cepeda	  y	   col.,	   2011),	  observando	  que	  en	  ambos	  protocolos	  de	  centrifugación	   se	   obtenían	   índices	   sDFI	   en	   el	   pellet	   significativamente	   menores	  respecto	   al	   sobrenadante	   a	   tiempo	   0,	   y	   durante	   el	   resto	   de	   tiempos	   en	   la	  evaluación	  dinámica	  de	  la	  fragmentación	  del	  ADN.	  Estos	  resultados	  indicaban	  que	  la	   calidad	   seminal	   de	   los	   espermatozoides	   en	   el	   pellet	   era	   mayor	   que	   en	   el	  sobrenadante	   y	   que	   ambos	   sistemas	   seleccionaron	   espermatozoides	   de	   buena	  calidad.	   Sin	   embargo,	   la	   selección	   mediante	   CC	   dejaba	   en	   el	   sobrenadante	  espermatozoides	   de	   calidad	   más	   comprometida	   que	   con	   la	   CS,	   teniendo	   una	  capacidad	   selectiva	   mejor,	   que	   permitía	   que	   el	   mantenimiento	   en	   el	   tiempo	   de	  almacenamiento	   de	   determinadas	   variables,	   como	   es	   el	   caso	   de	   la	   sDFI	   a	   las	   24	  horas	  de	  incubación,	  fuera	  significativamente	  menor	  que	  con	  la	  CS.	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3.	   Artículo	   3:	   “The	   effect	   of	   two	  pre-­‐cryopreservation	   single	   layer	   colloidal	  
centrifugation	  protocols	  in	  combination	  with	  different	  freezing	  extenders	  on	  
the	  fragmentation	  dynamics	  of	  thawed	  equine	  sperm	  DNA”	  En	   este	   trabajo	   comparamos	   el	   efecto	   de	   la	   CS	   y	   CC	   aplicadas	   antes	   de	   la	  criopreservación	  sobre	  la	  dinámica	  de	  fragmentación	  del	  ADN	  espermático	  equino.	  
	  	  	  La	  recuperación	  espermática	  tras	  la	  CS	  fue	  mayor	  (98,5%)	  que	  la	  que	  aparece	  generalmente	  en	   la	   literatura,	  donde	  se	  estiman	  pérdidas	  medias	  de	  entre	  el	  20-­‐25%	   (Pickett	   y	  Amann,	  1993;	  Morrell	   y	   col.,	   2009b;	   Ferrer	   y	   col.,	   2012),	   aunque	  hay	  autores	  que	  han	  reportado	  recuperaciones	  similares	  a	  la	  nuestra	  (Weiss	  y	  col.,	  2004).	   En	   el	   caso	   de	   la	   CC	   nuestra	   tasa	   media	   de	   recuperación	   espermática	  (57,79%)	  fue	  similar	  a	  la	  publicada	  por	  Hoogewijs	  y	  col.	  (2011)	  (50,9%).	  	  La	  CC	   se	  ha	   asociado	   a	  menores	   tasas	  de	   recuperación	  que	   los	  métodos	  de	  centrifugación	  que	  no	  seleccionan	  espermatozoides	  (Hoogewijs	  y	  col.,	  2011),	  como	  es	   nuestro	   caso,	   en	   los	   que	   la	   recuperación	   espermática	   en	   la	   CC	   fue	  aproximadamente	  la	  mitad	  que	  en	  la	  CS	  (57,79%	  vs	  98,5%	  respectivamente).	  	  La	   recuperación	   espermática	   en	   el	   pellet	   tras	   la	   CC	   está	   relacionada	  negativamente	   con	   la	   concentración	   espermática	   depositada	   sobre	   el	   coloide	  (Edmond	  y	  col.,	  2012;	  Morrell	  y	  col.,	  2012)	  y	  varía	  según	  la	  calidad	  del	  eyaculado	  original	  (Morrell	  y	  col.,	  2010c,	  2011a,	  2012;	  Edmond	  y	  col.,	  2012).	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  En	   este	   sentido	   Hoogewijs	   y	   colaboradores	   (2011)	   obtuvieron	   un	   menor	  rendimiento	   de	   la	   CC	   en	   aquellos	   sementales	   clasificados	   como	   “No	   adecuados	  para	   la	   congelación”	   respecto	   a	   los	   clasificados	   como	   “Adecuados	   para	   la	  congelación”.	  	  Se	   ha	   especulado	   con	   que	   la	   tasa	   de	   recuperación	   espermática	   tras	   la	   CC	  podría	   usarse	   como	   indicador	   potencial	   de	   fertilidad	   en	   sementales	   sin	   historia	  reproductiva	  previa	  (Morrell	  y	  col.,	  2011a).	  	  A	   diferencia	   de	   los	   resultados	   obtenidos	   en	   el	  Artículo	   2,	   en	   este	   caso	   sí	  obtuvimos	   menores	   índices	   de	   fragmentación	   de	   la	   cromatina	   espermática	   a	  tiempo	  0	  (nada	  más	  descongelar)	  con	  el	  protocolo	  de	  CC	  que	  con	  el	  protocolo	  de	  CS.	  Estos	  datos	  son	  consistentes	  con	  los	  de	  otros	  autores	  tanto	  para	  semen	  humano	  (Sakkas	  y	  col.,	  2000;	  Tomlinson	  y	  col.,	  2001;	  Brahem	  y	  col.,	  2011;	  Jayaraman	  y	  col.,	  2012),	   como	   semen	   equino	   en	   fresco	   (Macpherson	   y	   col,	   2002;	   Edmond,	   2009;	  Johanisson	   y	   col.,	   2009;	   Morrell	   y	   col.,	   2009a,	   2009b,	   2009c,	   2012),	   refrigerado	  (Morrell	  y	  col.,	  2009e)	  y	  procesado	  con	  CC	  antes	  de	  la	  congelación	  (Macías	  García	  y	  col.,	  2009a;	  Mancill	  y	  col.,	  2010;	  Hoogewijs	  y	  col.,	  2011)	  o	  procesado	  con	  CC	  tras	  descongelar	   (Macías	   García	   y	   col.,	   2009a,	   2009b;	   Mancill	   y	   col.,	   2010).	   Y	   se	  contraponen	   al	   estudio	   de	   García-­‐Álvarez	   y	   colaboradores	   (2010)	   quienes	   al	  aplicar	   la	  CC	  en	  muestras	  de	  semen	  de	  ratón	  descongelados	  obtuvieron	  mayores	  índices	  sDFI	  respecto	  a	  las	  no	  seleccionadas.	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Los	  resultados	  de	  sDFI	  inmediatamente	  tras	  descongelar	  en	  los	  protocolos	  de	  CC	   fueron	   entre	   (6.55-­‐22.46%),	   valores	   similares	   a	   los	   reportados	   por	   otros	  autores	  (López-­‐Fernández	  y	  col.,	  2007)	  (4.2-­‐26.3%).	  	  	  Los	  valores	  sDFI	  aumentaron	  con	  la	  incubación	  a	  37ºC	  en	  todos	  tratamientos	  considerados,	  como	  han	  encontrado	  otros	  autores	  (López-­‐Fernández	  y	  col.,	  2007)	  y	  al	  igual	  que	  en	  nuestros	  anteriores	  estudios	  (Artículo	  2).	  Sin	  embargo,	  en	  nuestro	  caso	  el	  mayor	  incremento	  ocurrió	  entre	  las	  6	  y	  24h	  de	  incubación,	  y	  no	  entre	  las	  1	  y	  las	  6h	  como	  describieron	  López-­‐Fernández	  y	  colaboradores	  (2007).	  Tras	  4	  horas	  de	   incubación	   a	   37ºC	   el	   Protocolo	   2	   (CC	   con	   semen	   sin	   diluir)	   causó	   valores	  significativamente	  menores	  de	  sDFI	  respecto	  a	   la	  CS.	  A	   las	  6	  y	  24h	  de	  incubación	  los	  valores	  del	  Protocolo	  2	   tendieron	  a	  ser	  menores,	  aunque	  no	  se	  determinaron	  diferencias	   significativas.	  En	  general,	   el	  daño	  en	  el	  ADN	  ocurrió	  más	   rápido	  y	  de	  forma	  más	  intensa	  tras	  la	  CS.	  	  	  Luego,	   en	   las	   muestras	   de	   semen	   sometidas	   a	   CC	   tanto	   en	   semen	   fresco	  (Artículos	  2)	   como	  previamente	  a	  su	  congelación	   (Artículo	  3)	   los	   índices	  de	  sDFI	  tras	   la	   incubación	  a	  37ºC	   fueron	  menores,	   lo	  que	  podría	  estar	  relacionado	  con	   la	  mayor	   longevidad	   del	   semen	   seleccionado.	   Las	   dinámicas	   de	   fragmentación	   del	  ADN	   lentas	  parecen	  estar	   asociadas	   con	  mayor	  viabilidad	  del	   semen	  en	  el	   tracto	  genital	   de	   la	   hembra	   (López-­‐Fernández	   y	   col.,	   2007	   y	   Cortés-­‐Gutiérrez	   y	   col.,	  2008).	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En	  cuanto	  a	  los	  valores	  medios	  de	  sDFI	  postdescongelación	  en	  relación	  a	  los	  diluyentes,	   observamos	   que	   nuestros	   resultados	   en	   muestras	   seleccionadas	  mediante	  CC	  y	  criopreservadas	  con	  el	  diluyente	  de	  congelación	  Botucrio®,	  son	  del	  13.24%	  para	  B-­‐1	  y	  11.86%	  para	  B-­‐2	  (técnica	  SCD),	  estos	  datos	  concuerdan	  con	  los	  de	   Hoogewijs	   y	   colaboradores	   (2011)	   que	   obtuvieron	   valores	   medios	   de	   sDFI	  postdescongelación	  del	  12%	  aproximadamente,	  (técnica	  SCSA)	  y	  los	  valores	  de	  las	  muestras	   criopreservadas	   con	   Gent®	   y	   no	   seleccionadas	   (17.1%	   para	   G-­‐C)	  también	   son	   similares	   a	   los	   de	   Cortés-­‐Gutiérrez	   y	   colaboradores	   (2009)	   con	  valores	   de	   entre	   el	   18-­‐22%	   (técnica	   N-­‐Comet	   Assay)	   en	   muestras	   de	   semen	  criopreservadas	  y	  no	  seleccionadas.	  	  Independientemente	  del	  protocolo	  de	  centrifugación	  utilizado	  el	  diluyente	  de	  congelación	  InraFreeze®	  redujo	  significativamente	  los	  valores	  de	  sDFI	  a	  tiempo	  6	  versus	   el	   diluyente	   BotuCrio®	   y	   a	   tiempo	   24h	   de	   incubación	   tanto	   respecto	   al	  diluyente	   BotuCrio®	   como	   al	   Gent®.	   Estos	   resultados	   se	   contraponen	   con	   el	  estudio	   realizado	   en	   semen	   criopreservado	   humano	   y	   seleccionado	   por	  centrifugación	   coloidal	   por	   Thomsom	   y	   colaboradores	   (2009)	   quienes	   no	  encontraron	   diferencias	   entre	   los	   diferentes	   diluyentes	   utilizados	   sobre	   la	  integridad	  de	  la	  cromatina	  espermática.	  Algunos	  autores	  han	  determinado	  que	  los	  diluyentes	  a	  base	  de	  yema	  de	  huevo	  protegen	  mejor	  la	  estructura	  de	  la	  cromatina	  espermática	   respecto	   a	   los	   diluyentes	   a	   base	   de	   leche	   desnatada,	   al	   menos	   en	  semen	   bovino	   (Karabinus	   y	   col.,	   1999).	   En	   contraposición,	   Carvalho	   y	  colaboradores	   (2008)	   determinaron	   que	   no	   existía	   influencia	   del	   diluyente	  utilizado	  sobre	  la	  integridad	  del	  ADN.	  Sin	  embargo,	  hay	  que	  decir	  que	  en	  estos	  dos	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estudios	  sólo	  se	  realizó	  la	  evaluación	  de	  la	  integridad	  de	  la	  cromatina	  espermática	  nada	   más	   descongelar,	   sin	   procederse	   a	   la	   evaluación	   de	   su	   dinámica	   en	  incubación	   a	   37ºC,	   que	   es	   cuando	   más	   se	   ve	   afectado	   este	   parámetro.	   El	  mecanismo	   exacto	   por	   el	   que	   la	   yema	   de	   huevo	   ayuda	   en	   la	   protección	   de	   los	  espermatozoides	  durante	  el	  proceso	  de	  congelación-­‐descongelación	  no	  se	  conoce	  (Moussa	   y	   col.,	   2002),	   pero	   parece	   ser	   que	   las	   lipoproteínas	   de	   baja	   densidad	  presentes	   en	   el	   plasma	   de	   la	   yema	   de	   huevo	   podrían	   actuar	   como	   agentes	  crioprotectores	   (Moussa	   y	   col.,	   2002;	   Pillet	   y	   col.,	   2011).	   Existen	   evidencias	  crecientes	   de	   que,	   así	   mismo,	   existen	   antagonistas	   crioprotectores	   en	   otras	  fracciones	   de	   la	   yema	   de	   huevo	   (Moussa	   y	   col.,	   2002;	   Pillet	   y	   col.,	   2011).	   Esto	  podría	   explicar	  por	  qué	   se	   obtuvieron	  mejores	   valores	  de	   sDFI	   con	   Inrafreeze®,	  que	  contiene	  sólo	  plasma	  de	  yema	  de	  huevo	  y	  no	  yema	  de	  huevo	  completa	  como	  ocurre	  en	  BotuCrio®	  y	  Gent®.	  Reemplazar	  la	  yema	  de	  huevo	  por	  plasma	  de	  yema	  de	  huevo	  esterilizada	  puede	  ayudar	  a	  eliminar	  la	  fuente	  potencial	  de	  antagonistas	  crioprotectores	   (Pillet	   y	   col.,	   2011).	   En	   cualquier	   caso	   creemos	   que	   se	   necesitan	  más	  estudios	  para	  determinar	  la	  influencia	  de	  los	  diluyentes	  de	  congelación	  en	  la	  dinámica	  de	  fragmentación	  del	  ADN	  espermático	  equino.	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4.	   Artículo	   4	   “Equine	   sperm	   cryopreservation	   efficiency	   optimization	   by	  
colloidal	  centrifugation”	  En	  el	  Artículo	  4	  estudiamos	  la	  incorporación	  de	  la	  CC	  antes	  del	  procesado	  de	  criopreservación	  en	  condiciones	  clínicas,	  valorando	  su	   influencia	  sobre	   la	  calidad	  seminal,	   tipo	   de	   diluyente	   utilizado	   y	   su	   eficacia	   dentro	   de	   una	   “Prueba	   de	  Congelación”.	  	  De	  acuerdo	  a	  las	  recomendaciones	  internacionales,	  la	  motilidad	  progresiva	  del	  semen	   fresco	  debe	  ser	  de	  al	  menos	  el	  60%	  para	  poder	  considerar	  dicho	  eyaculado	  “Adecuado	   para	   la	   Congelación”	   (Samper	   and	   Morris,	   1998;	   Loomis	   and	   Graham,	  2008).	  En	  nuestro	  trabajo	  investigamos	  si	  la	  aplicación	  de	  la	  CC	  en	  los	  eyaculados	  que	  no	   reunían	   esta	   condición	   podía	   incrementar	   el	   número	   de	   eyaculados	   y/o	  sementales	   aceptados	   para	   una	   “Prueba	   de	   Congelación”.	   Realizamos	   un	   diseño	  experimental	  en	  el	  que	  los	  eyaculados	  cuya	  MP	  en	  fresco	  era	  ≥60%	  eran	  clasificados	  como	   “Adecuados	   para	   la	   Congelación”	   (AC)	   y	   procesados	   de	   forma	   estándar,	   este	  procesado	  incluye	   la	  CS	  del	  semen.	  Los	  eyaculados	  cuya	  MP	  en	  fresco	  era	  <60%	  se	  clasificaban	   como	   “No	  Adecuados	   para	   la	   Congelación”	   (NAC)	   y	   se	   sometían	   a	   dos	  protocolos	  de	  CC.	  Si	  tras	  la	  CC	  su	  MP	  era	  ≥60%	  se	  clasificaban	  como	  “Aceptados	  tras	  CC”	   (ATCC1	   y/o	   ATCC2)	   y	   eran	   incluidos	   en	   la	   Prueba	   de	   Congelación,	   sino	  alcanzaban	  este	  valor	  no	  eran	  procesados	  (NP). 	  Al	   estudiar	   la	   calidad	  seminal	  postdescongelación	  de	   las	  muestras	   con	  CS	  y	  las	  que	  habían	  sido	  procesadas	  con	  CC,	  sólo	  encontramos	  diferencias	  significativas	  en	   las	   variables	   LIN	   y	   ALH	   a	   los	   cinco	   minutos	   de	   incubación	   a	   37ºC	   tras	   la	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descongelación,	   lo	  que	  demostraba	  que	   la	  calidad	  seminal	  postdescongelación	  de	  las	  muestras	  era	  similar,	  independientemente	  del	  tipo	  de	  procesado	  al	  que	  habían	  sido	  sometidas.	  La	  herramienta	  de	  CC	  previa	  a	  la	  congelación	  permite	  que	  a	  partir	  de	   eyaculados	   de	   mala	   calidad	   se	   obtengan	   dosis	   de	   semen	   descongelado	   de	  calidad	  similar	  a	  la	  de	  los	  eyaculados	  de	  buena	  calidad	  en	  fresco.	  	  	  No	   se	   encontraron	   diferencias	   significativas	   en	   la	   capacidad	   selectiva	  espermática	  entre	  los	  dos	  protocolos	  de	  CC	  utilizados.	  Estos	  resultados	  concuerdan	  con	   los	   que	   describimos	   previamente	   (Artículo	   1).	   Sin	   embargo,	   clínicamente	   el	  Protocolo	   1	   (CC	   con	   semen	   diluido)	   fue	  más	   efectivo,	   y	   mejoró	   cinco	   de	   los	   once	  eyaculados	   que	   no	   habían	   sido	   aceptados	   para	   la	   congelación.	   Mientras	   que	   el	  Protocolo	  2	  (CC	  con	  semen	  sin	  diluir)	  sólo	  mejoró	  tres	  de	  esos	  once.	  	  En	   la	  clínica	  reproductiva	  humana	   las	   técnicas	  de	  centrifugación	  coloidal	  se	  llevan	   usando	   desde	   principios	   de	   los	   años	   90	   para	   seleccionar	   muestras	  espermáticas	  superiores	  que	  toleren	  mejor	  los	  procesos	  de	  criopreservación	  con	  el	  objetivo	   de	   obtener	   dosis	   seminales	   postdescongelación	   de	   calidad	   superior	  (Pérez-­‐Sánchez	   y	   col.,	   1994;	   Sharma	   y	   Agarwal,	   1996).	   En	   équidos,	   los	   estudios	  sobre	   su	   efecto	   en	   la	   criopreservación	   describen	   que	   al	   aplicar	   la	   CC	   sobre	  muestras	   descongeladas	   se	   ha	   observado	   un	   incremento	   en	   la	   calidad	   seminal	  respecto	  a	  la	  no	  selección	  de	  las	  muestras	  (Macías	  y	  col.,	  2009a,	  2009b;	  Mancill	  y	  col.,	   2010).	   Hoogewijs	   y	   colaboradores	   (2011)	   compararon	   el	   efecto	   de	   la	   CC	  monocapa	  y	  el	  de	  la	  técnica	  cushion	  aplicados	  antes	  de	  la	  criopreservación	  sobre	  la	  calidad	   seminal	   pre	   y	   postdescongelación	   de	   muestras	   de	   semen	   equino,	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encontrando	   que	   la	   calidad	   seminal	   tanto	   pre	   como	   postdescongelación	   de	   las	  muestras	   seminales	   era	   mayor	   cuando	   habían	   sido	   procesadas	   con	   CC.	   Este	  incremento	   fue	   mayor	   en	   los	   sementales	   que	   clasificaron	   como	   “No	   Adecuados	  para	  la	  Congelación”,	  aquellos	  que	  producían	  dosis	  seminales	  postdescongelación	  <30%MP.	   En	   su	   estudio	   posterior	   (Hoogewijs	   y	   col.,	   2012),	   también	   observaron	  una	  mejora	  de	  la	  calidad	  postdescongelación	  cuando	  se	  aplicaba	  la	  CC	  antes	  de	  la	  criopreservación	   en	   comparación	   a	   la	   técnica	   cushion.	   Además,	   este	   incremento	  significativo	   en	   la	   motilidad	   total	   e	   integridad	   de	   la	   membrana	   en	   las	   muestras	  sometidas	  a	  CC	  se	  mantuvo	  durante	  120	  minutos	  de	  incubación	  a	  37ºC.	  	  De	   forma	  similar,	  Mancill	   y	   colaboradores	   (2010)	   compararon	   la	  aplicación	  de	  la	  CC	  previa	  a	  la	  congelación	  versus	  los	  protocolos	  de	  congelación	  estándar	  con	  CS	   en	   eyaculados	   de	   sementales	   clasificados	   como	   fértiles	   y	   subfértiles,	  encontrando	   que	   la	   calidad	   seminal	   postdescongelación	   era	   significativamente	  mayor	   con	   la	   CC	   que	   con	   la	   CS	   para	   los	   sementales	   subfértiles,	   aunque	   ellos	   no	  encontraron	   tales	   diferencias	   dentro	   del	   grupo	   de	   sementales	   clasificados	   como	  fértiles.	  	  	  Varios	   autores	   (Hoogewijs	   y	   col.,	   2011;	   Macías	   García	   y	   col.,	   2012b)	  defienden	   que	   la	   CC	   selecciona	   una	   subpoblación	   de	   espermatozoides	   que	  responde	   de	   manera	   claramente	   diferente	   al	   shock	   osmótico,	   pudiendo	   tolerar	  mejor	   los	   procedimientos	   de	   conservación,	   probablemente	   ligado	   a	   la	   menor	  generación	  de	  EROs	  y	  a	  la	  menor	  carga	  de	  contaminación	  conseguida	  tras	  la	  CC.	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En	  nuestro	  caso	  no	  procesamos	  con	  CC	  aquellos	  eyaculados	  de	  buena	  calidad	  en	  fresco;	  como	  bien	  indica	  Mancill	  y	  colaboradores	  (2010)	  creemos	  que	  en	  estos	  eyaculados	   la	   CC	   es	   un	  paso	   adicional	   que	   supone	  un	   coste	   económico	   y	   técnico	  innecesario.	   Hoogewijs	   y	   colaboradores	   (2011)	   también	   han	   indicado	   la	  importancia	  de	  una	  correcta	  selección	  de	  los	  sementales	  antes	  de	  incluirlos	  en	  los	  protocolos	   de	   congelación	   con	   CC.	   Por	   ello,	   al	   igual	   que	   estos	   autores,	  consideramos	  que	  la	  incorporación	  de	  la	  CC	  en	  eyaculados	  de	  baja	  calidad	  para	  los	  protocolos	  de	  criopreservación	  tiene	  un	  gran	  interés	  ya	  que	  aumenta	  la	  eficiencia	  de	  la	  técnica	  cuando	  hay	  que	  hacer	  frente	  a	  eyaculados	  de	  baja	  calidad	  en	  fresco;	  incrementando	   el	   número	   de	   eyaculados	   criopreservables	   de	   cada	   semental	   y	  seleccionando	   espermatozoides	   de	   mayor	   calidad,	   permitiendo	   además	   obtener	  muestras	   de	   semen	   congelado	   de	   caballos	   que	   por	   su	   calidad	   seminal	   serían	  rechazados	  para	  la	  criopreservación.	  	  En	  nuestra	  muestra	  sólo	  ocho	  de	  los	  diecisiete	  eyaculados	  presentaban	  MP	  por	  encima	  del	  50%,	  lo	  que	  es	  característico	  de	  una	  raza	  de	  baja	  calidad	  seminal	  como	  es	  el	   caballo	  PRE	   (Benito	  y	   col.,	   2003).	  Y	   sólo	   seis	   se	   consideraron	  AC	   (MP≥60%).	  De	  entre	   los	   once	   eyaculados	   que	   no	   alcanzaban	   el	   60%	  de	  MP	   en	   fresco	   (NAC),	   seis	  alcanzaron	  MP	  suficiente	  para	  ser	   incluidos	  en	   la	  Prueba	  de	  Congelación	  tras	   la	  CC	  (ATCC).	  Por	  lo	  tanto,	  gracias	  a	  la	  CC	  antes	  de	  la	  criopreservación,	  incrementamos	  del	  35%	   (6/17)	   al	   71%	   (12/17)	   el	   porcentaje	   de	   eyaculados	   disponibles	   para	   la	  congelación,	  duplicando	  el	  número	  de	  muestras	  criopreservadas.	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En	  cuanto	  a	  los	  individuos,	  de	  los	  seis	  sementales	  que	  participaron	  en	  el	  estudio	  sólo	   un	   caballo	   presentó	   suficiente	   motilidad	   progresiva	   en	   fresco	   en	   todos	   sus	  eyaculados.	  En	  el	  resto	  (83,3%	  de	  los	  individuos),	  se	  necesitó	  un	  paso	  previo	  de	  CC	  para	  mejorar	  la	  calidad	  seminal	  de	  alguno	  o	  en	  todos	  sus	  eyaculados.	  	  	  Atendiendo	   a	   los	   diluyentes	   utilizados,	   el	   diluyente	   BotuCrio®	   fue	   el	   que	  optimizó	   de	   manera	   más	   eficiente	   todos	   los	   parámetros	   de	   motilidad	   y	   sus	  características,	  tanto	  en	  las	  muestras	  que	  eran	  adecuadas	  para	  la	  congelación	  (AC)	  como	   las	   que	   fueron	   aceptadas	   tras	   la	   CC	   (ATCC),	   mejorando	   la	   MP	   tanto	  inmediatamente	  tras	  descongelar	  como	  tras	  30	  minutos	  de	  incubación	  a	  37°C.	  En	  los	   parámetros	   de	   velocidad	   VCL,	   VSL	   y	   VAP,	   el	   Lac-­‐EDTA	   fue	   mejor	   que	  InraFreeze®	  pero	  sólo	  dentro	  de	  las	  muestras	  aceptadas	  para	  la	  criopreservación	  (AC). 
	  Esta	  superioridad	  del	  Botucrio®	  podría	  estar	  relacionada	  con	  la	  combinación	  de	   crioprotectores	   presentes	   en	   este	   diluyente	   de	   congelación,	   que	   incluye	   una	  amida,	  la	  metilformamida,	  y	  una	  proporción	  menor	  de	  glicerol.	  InraFreeze®	  y	  Lac-­‐Edta,	  sólo	  incluyen	  glicerol	  como	  crioprotector.	  La	  efectividad	  de	  las	  amidas	  como	  agentes	   crioprotectores	   en	   la	   mejora	   de	   la	   motilidad	   y	   viabilidad	   espermática	  postdescongelación,	  así	  como	  en	  la	  reducción	  de	  la	  variabilidad	  individual	  y	  racial,	  especialmente	   en	   los	   caballos	   clasificados	   como	   “malos	   congeladores”	   ha	   sido	  probada	  por	  numerosos	  autores	  (Ball	  y	  Vo,	  2001;	  Gomes	  y	  col.,	  2002;	  Papa	  y	  col.,	  2002;	  Vidament	  y	  col.,	  2002;	  Alvarenga	  y	  col.,	  2003;	  Rossi	  y	  col.,	  2003;	  Melo	  y	  col.,	  2007;	  Barros	  y	  col.,	  2008).	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El	  desarrollo	  de	  nuevos	  diluyentes	  de	  congelación	  y	  la	  combinación	  de	  estos	  con	   técnicas	   de	   selección	   espermática	   podría	   ayudar	   a	   optimizar	   la	  criopreservación	   seminal	   equina,	   especialmente	   a	   la	   hora	   de	   enfrentarnos	   a	  sementales	  cuya	  baja	  calidad	  seminal	  limita	  su	  inclusión	  en	  programas	  comerciales	  de	  congelación	  espermática.	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5.	  Variabilidad	  Individual	  En	   todos	   nuestros	   estudios	   se	   ha	   hecho	   eco	   el	   efecto	   de	   la	   variabilidad	  individual	   característica	   de	   la	   población	   equina	   en	   todos	   sus	   parámetros	  seminales.	  Este	  hecho	  ha	  sido	  descrito	  por	  numerosos	  autores	  (Samper	  y	  Morris,	  1998;	   Aurich,	   2008;	   Loomis	   y	   Graham,	   2008;	   Sieme	   y	   col.,	   2008).	   En	   nuestro	  primer	   estudio	   (Artículo	   1)	   se	   observa	   dicho	   efecto	   sobre	   la	   respuesta	   de	   las	  características	   seminales	   al	   tratamiento.	   Sin	   embargo,	   el	   efecto	   positivo	   sobre	   la	  calidad	   seminal	   de	   los	   métodos	   de	   CC	   fue	   observado	   en	   general	   en	   todos	   los	  sementales,	  de	  modo	  que	  en	  cada	  caso,	  con	  al	  menos	  uno	  de	  los	  protocolos	  de	  CC	  se	   incrementó	   el	   número	   de	   espermatozoides	   normales	   y	   con	   motilidad	  progresiva,	  y	  los	  valores	  de	  LIN,	  STR	  y	  sDFI.	  	   Durante	   el	   estudio	   de	   la	   incorporación	   de	   la	   CC	   en	   los	   protocolos	   de	  congelación	   (Artículo	   3	   y	   4)	   también	   quedó	   reflejado	   el	   fenómeno	   de	   la	  variabilidad	  individual	  en	  cuanto	  a	  los	  valores	  medios	  de	  las	  variables	  analizadas	  o	  al	   efecto	   de	   los	   protocolos	   de	   centrifugación	   o	   diluyentes.	   En	   este	   sentido,	   se	  observaron	   diferencias	   significativas	   entre	   sementales	   en	   cuanto	   a	   los	   valores	  medios	   de	   sDFI	   observados	   (Artículo	   3),	   apreciándose	   dos	   grupos	  significativamente	  diferenciados:	  un	  grupo	  con	  valores	  bajos	  (<20,23%)	  y	  otro	  de	  valores	  altos	  (>27,13%).	  Este	  hecho	  también	  fue	  observado	  por	  López-­‐Fernández	  y	  colaboradores	  (2007),	  aunque	  en	  su	  caso	  el	  porcentaje	  de	  animales	  cuyos	  valores	  sDFI	  excedían	  al	  20%	  fue	  inferior	  al	  nuestro	  (17,4%	  versus	  33%	  respectivamente).	  Esta	  variabilidad	  en	  los	  valores	  de	  sDFi	  también	  se	  observó	  en	  su	  dinámica,	  como	  ya	  describieron	  López-­‐Fernández	  y	  colaboradores	  (2007).	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Es	  probable	  que	  esta	  variabilidad	   individual	   tan	  manifiesta	  en	   los	  sementales	  respecto	  a	  sus	  características	  seminales	  se	  deba	  al	  tipo	  de	  selección	  artificial	  al	  que	  han	   sido	   sometidos,	   ya	   que	   los	   caballos	   han	   sido	   seleccionados	   por	   caracteres	   de	  pedigrí	  y	  rendimiento	  atlético	  más	  que	  por	  caracteres	  reproductivos	  (Varner	  y	  col.,	  2008;	  Mari	  y	  col.,	  2011),	  lo	  que	  ha	  determinado	  que	  se	  utilicen	  sementales	  subfértiles	  de	   baja	   calidad	   seminal	   en	   los	   programas	   comerciales	   de	   inseminación	   artificial	  (Colenbrander	   y	   col.,	   2003;	   López-­‐Fernández	   y	   col.,	   2007;	   Morrell	   y	   col.,	   2008;	  Morrell	  y	  col.,	  2009a,	  2009b;	  Mari	  y	  col.,	  2011)	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6.	  Beneficios	  del	  Uso	  de	  Coloides	  en	  la	  clínica	  reproductiva	  equina	  Atendiendo	  a	  los	  protocolos	  de	  uso	  de	  los	  coloides	  comerciales	  y	  al	  volumen	  de	  semen	  equino,	  se	  hacía	  inviable	  desde	  el	  punto	  de	  vista	  clínico	  incorporar	  la	  CC	  en	   los	  protocolos	  de	  procesado	  para	   conservación	   seminal,	   debido	   sobre	   todo	   al	  complejo	  manejo	  laboratorial	  y	  al	  incremento	  del	  coste	  económico.	  	  	  Nuestros	   resultados	   indican	   que	   los	   protocolos	   diseñados	   en	   nuestro	  laboratorio,	  con	  mayores	  volúmenes	  de	  semen	  y	  CC	  monocapa,	  son	  tan	  útiles	  como	  los	  protocolos	  comerciales	  a	   la	  hora	  de	  obtener	  muestras	  espermáticas	  de	  mayor	  calidad.	  	  	   Así	   mismo,	   se	   facilita	   el	   manejo	   laboratorial,	   disminuyendo	   los	   factores	  externos	  que	  pueden	   interferir	   a	   la	  hora	  de	   conseguir	  una	  buena	   interfase	   entre	  gradientes	  para	  obtener	  una	  buena	  muestra	  de	  espermatozoides	  seleccionados.	  	   Hoy	   en	   día	   los	   protocolos	   de	   CC	   monocapa	   están	   integrados	   en	   la	   clínica	  reproductiva	  equina	  y	  en	  los	  estudios	  de	  investigación	  como	  podemos	  observar	  en	  las	   numerosas	   publicaciones	   de	   los	   últimos	   años	   (Morrell	   y	   col.,	   2010b,	   2011a,	  2011b,	  2013;	  Bergqvist	  y	  col.,	  2011;	  Hoogewijs	  y	  col.,	  2011;	  Lindahl	  y	  col.,	  2012;	  Macías	   García	   y	   col.,	   2012b).	   También	   se	   está	   incrementando	   el	   estudio	   de	   su	  efecto	   sobre	   las	   tasas	   de	   fertilidad	   in	   vivo,	   y	   son	   numerosos	   los	   equipos	   de	  investigación,	   entre	   ellos	   el	   nuestro	   (Ayuso-­‐Hernando	   y	   col.,	   2011),	   que	   están	  determinando	   el	   aumento	   de	   las	   tasas	   de	   gestación	   que	   se	   consigue	   con	   su	  utilización	   principalmente	   en	   équidos	   subfértiles	   (Varner	   y	   col.,	   2008;	  Morrell	   y	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col.,	   2010c;	   Mari	   y	   col.,	   2011;	   Morrell	   y	   col.,	   2011;	   Macías	   García	   y	   col.,	   2012b;	  Morrell	  y	  col.,	  2012).	  	  	  Hemos	  podido	  constatar	  así	  mismo	  la	  utilidad	  de	  la	  CC	  previa	  a	  la	  congelación	  dentro	  de	  los	  protocolos	  clínicos,	  observando	  como	  su	  incorporación	  en	  la	  Prueba	  de	   Congelación	   permite	   incrementar	   el	   número	   de	   eyaculados	   y	   sementales	   que	  pueden	   ser	   incluidos	   en	   los	   programas	   de	   congelación	   seminal	   comerciales.	  Gracias	  a	  la	  CC	  antes	  de	  la	  criopreservación,	  aumentamos	  el	  número	  de	  sementales	  aptos	   para	   la	   congelación	   seminal,	   duplicamos	   el	   porcentaje	   de	   eyaculados	  disponibles	   en	   congelación,	   y	   por	   tanto,	   el	   número	   de	   pajuelas	   y	   dosis	  criopreservadas.	  Además,	  hemos	  constatado	  que	  podemos	  obtener	  dosis	  de	  semen	  descongelado	  de	  calidad	  similar	  a	  la	  de	  los	  eyaculados	  de	  buena	  calidad	  en	  fresco	  a	  partir	  de	  eyaculados	  de	  peor	  calidad.	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  CAPÍTULO	  9:	  CONCLUSIONES	  	  	   De	   la	   presente	   investigación	   “Optimización	   de	   las	   técnicas	   de	  procesamiento	  del	  semen	  equino	  para	  los	  procesos	  de	  conservación	  seminal”	  se	  desprenden	  las	  siguientes	  conclusiones:	  	  
Ø 1.	  Es	  posible	  aplicar	  protocolos	  de	  centrifugación	  coloidal	  de	  una	  sola	  capa	  y	  con	  grandes	  volúmenes	  de	   semen	  sin	  que	   se	  vea	  afectada	  negativamente	   la	  selección	   espermática	   de	   la	   centrifugación	   con	   gradientes;	   haciéndola	  compatible	  técnica	  y	  económicamente	  en	  la	  práctica	  de	  la	  clínica	  equina.	  	  
Ø 2.	   La	   dinámica	   de	   la	   fragmentación	   del	   ADN	   ocurre	   de	   forma	  más	   lenta	   y	  menos	   intensa	   tras	   la	   centrifugación	   coloidal	   respecto	   al	   semen	   fresco	  no	  procesado	   y	   respecto	   al	   semen	   fresco	   procesado	  mediante	   centrifugación	  simple.	  	  	  
Ø 3.	   La	   centrifugación	   coloidal	   previa	   a	   la	   congelación	   del	   semen	   permite	  obtener	   muestras	   de	   semen	   descongelado	   con	   mayor	   integridad	   del	   ADN	  manteniendo	  en	  el	  tiempo	  un	  índice	  de	  fragmentación	  menor.	  	  
Ø 4.	  La	  evaluación	  dinámica	  de	  la	  fragmentación	  del	  ADN	  permite	  la	  expresión	  del	   daño	   latente	   en	   la	   cromatina	   espermática,	   que	   no	   siempre	   es	   visible	  inmediatamente	  tras	  la	  eyaculación	  o	  el	  procesado.	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Ø 5.	   El	   diluyente	   de	   congelación	   InraFreeze®	   presenta	   una	   dinámica	   de	  fragmentación	  del	  ADN	  más	  lenta	  que	  el	  diluyente	  BotuCrio®	  y	  el	  Gent®.	  El	  diluyente	   Botucrio®	   mantiene	   mejores	   características	   de	   la	   motilidad	  espermática	  que	  el	  diluyente	  InraFreeze®	  y	  el	  Lactosa-­‐Edta.	  	  
Ø 6.	  El	  caballo	  de	  Pura	  Raza	  Española	  puede	  ser	  considerado	  una	  raza	  de	  baja	  calidad	   seminal,	   en	   relación	   al	   alto	   porcentaje	   de	   animales	   con	   una	  motilidad	  progresiva	  menor	  al	  50%.	  	  
Ø 7.	  Al	  incluir	  la	  centrifugación	  coloidal	  en	  una	  Prueba	  de	  Congelación	  clínica,	  el	  protocolo	  que	   incorpora	  10ml	  de	  semen	  diluido	  sobre	  10ml	  del	  coloide	  fue	  más	  efectivo	  que	  el	  protocolo	  que	  	  incluye	  5ml	  de	  semen	  puro	  sobre	  5ml	  del	  coloide.	  	  
Ø 8.	  La	  centrifugación	  coloidal	  permite	  obtener,	  a	  partir	  de	  eyaculados	  de	  peor	  calidad,	  dosis	  de	  semen	  descongelado	  de	  calidad	  similar	  a	  la	  de	  los	  eyaculados	  de	  buena	  calidad.	  	  
Ø 9.	  La	  incorporación	  de	  la	  centrifugación	  coloidal	  en	  la	  Prueba	  de	  Congelación	  incrementa	   el	   número	   de	   sementales	   y/o	   eyaculados	   adecuados	   para	   los	  programas	  de	  congelación	  comerciales,	  optimizando	  la	  técnica.	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  CAPÍTULO	  10:	  ABREVIATURAS	  	   AC	  	   	   Adecuados	  para	  la	  Congelación	  ADN	   	   Ácido	  Dexosirribonucleico	  ALH	   	   Amplitud	  de	  Desplazamiento	  Lateral	  de	  la	  Cabeza	  ATCC	   	   Aceptados	  Tras	  la	  Centrifugación	  Coloidal	  BCF	   	   Frecuencia	  de	  Batida	  CASA	   	   Computer	  Assisted	  Sperm	  Analysis	  CC	  	   	   Centrifugación	  Coloidal	  CS	  	   	   Centrifugación	  Simple	  CRISP	   	   Proteínas	  Secretoras	  Ricas	  en	  Cisteína	  DBD-­‐FISH	  	   DNA	  breakage	  detection-­‐FISH	  sDFI	   	   Índice	  Fragmentación	  del	  ADN/DNA	  Fragmentation	  Index	  DMF	   	   Dimetilformamida	  DMSO	   	   Dimetil-­‐Sulfóxido	  EDTA	   	   Ácido	  Etilendiaminotetraacético	  EROs	   	   Especies	  Reactivas	  de	  Oxígeno	  o	  “Radicales	  Libres”	  IA	   	   	   Inseminación	  Artificial	  ICSI	   	   Microinyección	  Intracitoplasmática	  de	  Espermatozoides	  ISNT	   	   Técnica	  In	  Situ	  Nick	  Translation	  IVF	   	   Fertilización	  in	  vitro	  LDLs	   	   Lipoproteínas	  de	  Baja	  Densidad	  LIN	   	   Índice	  de	  Linearidad	  MF	   	   Metilformamida	  MP	   	   Motilidad	  Progresiva	  MT	   	   Motilidad	  Total	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NAC	   	   No	  Adecuados	  para	  la	  Congelación	  NC	  	   	   Semen	  No	  Centrifugado	  NP	  	   	   No	  Procesados	  PRE	   	   Pura	  Raza	  Española	  PVP	   	   Polivinilpirrolidona	  	  rSDF	   	   Tasa	  de	  Fragmentación	  del	  ADN	  TUNEL	   	   Técnica	  Terminal	  dUTP	  Nock-­‐End	  Labeling	  SCD	   Evaluación	  de	  la	  Dispersión	  de	  la	  Cromatina	  Espermática/	  Sperm	  Chromatin	  Dispersion	  SCSA	   Evaluación	  de	  la	  Estructura	  de	  la	  Cromatina	  Espermática/Sperm	  Chromatin	  Structure	  Assay	  STR	   	   Índice	  de	  Rectitud	  VAP	   	   Velocidad	  Promedio	  VCL	   	   Velocidad	  Curvilínea	  VSL	   	   Velocidad	  Rectilínea	  WOB	   	   Índice	  de	  Oscilación	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